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Après plusieurs décennies au cours desquelles le traitement systémique des 

cancers reposait presque exclusivement sur l’emploi de la chimiothérapie 

cytotoxique, la prise en charge des patients atteints de cancer métastatique a 

été radicalement modifiée par l’avènement des thérapies moléculaires ciblées 

(TMC) au début du XXIème siècle. Ces nouvelles stratégies thérapeutiques ont 

non seulement permis d’augmenter la survie des patients atteints de cancer 

métastatique dans différents types tumoraux, en particulier les plus fréquents 

comme le cancer du sein, du poumon, de la prostate et du colon (Meyerhardt et 

al, 2004), mais elles ont aussi permis de proposer une nouvelle approche de la 

prise en charge des patients atteints d’un cancer, en intégrant les données 

acquises sur la biologie du cancer dans la pratique clinique, que ce soit au 

cours de protocoles de recherche ou dans les soins aux patients (Baselga et al, 

2000 ; Artega and Baselga 2012 ; Tursz et al, 2010).  

 

Compte tenu du nombre exponentiel de nouvelles stratégies thérapeutiques 

innovantes et des combinaisons de thérapies ciblées, mais aussi de l’attrition 

importante des médicaments dans le développement thérapeutique, il est 

devenu indispensable de développer des outils permettant de guider le 

développement de ces nouvelles thérapies, mais aussi d’accompagner le 

clinicien dans sa décision quant à la thérapeutique la plus efficace pour chacun 

de ses patients (Carden et al, 2010 : Yap et al, 2012 ; Debono et al, 2010). 

 

Mon travail de thèse s’est donc intéressé à l’étude de biomarqueurs circulants 

peu invasifs que sont les cellules tumorales circulantes (CTC) et les cellules 

endothéliales circulantes (cellules endothéliales circulantes CEC et cellules 
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endothéliales progénitrices CEP), avec un intérêt particulier pour des 

applications futures dans les domaines des essais de phase I/II dit «précoces» 

et dans la prise en charge des patients atteints de cancer de la prostate 

avancé. 

 

La première partie de mon travail de thèse avait pour objectif de participer au 

développement d’une nouvelle plateforme technologique pour permettre 

l’isolement et la caractérisation des CTC chez des patients atteints de cancer. 

Dans ce travail, nous avons comparé la capacité de détection des CTC chez 

des patients en utilisant le système CellSearch® (Veridex, Warren, NJ, USA), et 

une méthode basée sur l’utilisation de filtres appelée ISET® (Isolation by size of 

epithelial tumour cells; Rarecells, Paris). La faisabilité, la sensibilité et la 

spécificité de la technique ISET® ont ainsi été étudiées pour la détection de 

CTC à partir du sang de patients ayant un cancer du sein, un cancer de la 

prostate ou un cancer bronchique avancé. Ce travail a pu montrer qu’il existe 

des différences entre les deux techniques de détection des CTC selon le type 

de cancers. De plus, ce travail souligne que l’isolement de CTC en utilisant des 

technologies différentes pourrait être un substitut ou un complément prometteur 

du tissu tumoral pour l’analyse moléculaire des tumeurs, et servir de «biopsie 

liquide», en particulier dans le cadre du suivi des patients traités par TMC. J’ai 

poursuivi cette thématique de recherche dans le laboratoire du Dr Johann de 

Bono à Sutton en Grande-Bretagne et mis en place un programme de 

caractérisation moléculaire des CTC chez les patients atteints de cancer de la 

prostate résistant à la castration métastatique. 
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La deuxième partie de mon travail s’est intéressée à des biomarqueurs 

sanguins pour le suivi des patients atteints de cancers avancés inclus dans des 

études de phase I/II, afin de savoir si ces outils pouvaient être des facteurs 

pronostiques de la survie de ces patients. Le but premier des essais de phase I 

est de déterminer la tolérance et le profil de toxicité d’un nouveau médicament 

ou d’une nouvelle stratégie thérapeutique, mais également de mettre en 

évidence le premier signal d’une activité anti-tumorale en clinique humaine. Il 

est donc important de bien définir les patients qui seront inclus dans ces 

études, et en particulier d’exclure des patients qui seraient à risque de décéder 

à court terme (mortalité à 90 jours). Dans notre travail, nous avons voulu 

étudier la valeur pronostique des cellules circulantes dans cette population 

particulière de patients inclus dans les essais de phase I. Pour ce faire, les taux 

des cellules endothéliales circulantes (CEC), des cellules endothéliales 

progénitrices (CEP) et des CTC ont été analysés par des techniques de 

cytométrie en flux et par le système CellSearch® (Veridex, Warren, NJ, USA), 

chez des patients inclus dans les essais de phase I. Nous avons ainsi pu 

montrer que les CEP et les CTC pourraient être des facteurs pronostiques de la 

survie chez ces patients participant aux études de phase I indépendamment 

des critères cliniques connus. 
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Partie I 

Intérêt de la détection des cellules tumorales 

circulantes chez les patients atteints de cancers 

avancés 
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I. Contexte de l’étude 

 

Les progrès continus dans la compréhension de la biologie moléculaire des 

cancers ont permis de réaliser au cours de ces dernières décennies de 

nombreuses avancées dans la classification et le traitement des cancers 

(Haber et al, 2011 ; DeBono et al, 2010). La grande majorité des patients 

décèdent d’un cancer du fait du développement de métastases (Bidard et al, 

2011 ; Wittekind, C. and Neid, M et al, 2005 ; Weiss et al, 2000), ce qui 

explique l’intérêt suscité par la compréhension des mécanismes moléculaires 

du processus métastatique et la nécessité de développer des biomarqueurs 

pour suivre l’évolution de ce processus chez les patients (Sahai et al, 2007 ; 

Pantel et al, 2008 ; Morcelli et al, 2006).  

 

Au cours du processus métastatique, les cellules tumorales circulent dans le 

sang pour aller coloniser d’autres organes à distance (Hanahan et al, 2001 ; 

Hanahan et al, 2011 ; Chambers et al, 2002). Cette hypothèse avait été 

soulevée pour la première fois au XIXème siècle par le pathologiste australien 

Thomas Ashworth, et a été ensuite validée (Ashworth, 1869). Plusieurs 

événements biologiques au cours de la cascade métastatique peuvent 

influencer le nombre de cellules tumorales circulantes (CTC) chez un patient 

donné (Chambers et al, 2002). Ainsi, la mesure directe dans le sang de cellules 

tumorales a été proposée comme un outil permettant d’appréhender le 

processus métastatique mais aussi comme un nouveau biomarqueur 

potentiellement utile afin de guider individuellement le traitement (Diel et al, 

1996 ; Pantel et al, 1996 ; Pantel k et al, 2008). La première démonstration est 



	 20

venue de la prise en charge des hémopathies malignes car il est relativement 

simple d’isoler et d’étudier les cellules leucémiques circulant dans le sang afin 

d’établir un diagnostic ou de suivre le traitement. L’exemple de la Leucémie 

Myéloïde Chronique (LMC) est emblématique : la LMC  est une maladie rare 

(1/100000), dont le clone leucémique est issue d’une cellule souche 

hématopoïétique pluripotente avec une prolifération à prédominance myéloïde 

monoclonale (Drucker BJ et al, 2003 ; Rousselot et al, 2012). Elle est 

caractérisée par un marqueur chromosomique spécifique des cellules 

leucémiques : le chromosome Philadelphie (Ph), qui résulte d’une translocation 

réciproque entre les bras longs des chromosomes 9(q34) et 22(q11) induisant 

un réarrangement de deux gènes cellulaires ubiquitaires BCR et ABL en un 

gène de fusion fonctionnel BCR-ABL, traduit en une protéine à activité tyrosine 

kinase, acteur central de la transformation maligne. La prise en charge et 

l’histoire naturelle de ce syndrome myéloprolifératif ont été révolutionnées par 

l’imatinib qui cible la protéine issue du gène de fusion BCR-ABL (Druker et al, 

1996 ; Druker et al, 2001). Avant 2000, la LMC évoluait classiquement en trois 

phases: après une phase chronique ou stable de 3 à 5 ans environ, les 

malades présentaint une phase accélérée (12-18 mois) puis une crise blastique 

à partir de laquelle la médiane de vie n’était que de trois mois. Après 

l’apparition de imatinib (et maintenant d’autres TMC), la LMC est devenue une 

maladie chronique avec peu d’événements de progression vers la phase 

blastique, et des survies très prolongées sont maintenant décrites. De plus, il 

est possible de suivre la réponse au traitement par imatinib en détectant le 

transcrit de fusion chez les patients : l’évaluation de la réponse moléculaire se 

base sur la quantification du transcrit BCR-ABL par PCR dont les techniques 



	 21

ont été standardisées (exprimé en ratio %), permettant de définir une réponse 

moléculaire majeure (ratio à 0,1%) et une réponse complète (absence de signal 

détectable, ratio<0,001%). Il a été montré que la réponse moléculaire majeure 

est un facteur pronostique plus puissant que la réponse cytogénétique 

(Baccarani et al, 2013). Ainsi, l’exemple de la LMC illustre parfaitement la 

révolution nosologique et thérapeutique introduite avec les TMC et l’intérêt du 

suivi des patients atteints de pathologies malignes à l’aide de biomarqueurs 

non invasifs circulants. 

 

A l’inverse du domaine des hémopathies malignes, l’étude des CTC ou d’autres 

cellules circulantes en rapport avec la biologie tumorale chez les patients 

atteints d’une tumeur solide a été longtemps difficile du fait des problèmes 

technologiques pour isoler les CTC (Morcellin et al, 2006 ; Pantel et al, 2009; 

Zach et al, 2006).  Ce n’est qu’à partir de la fin des années 1990 que plusieurs 

équipes de recherche ont montré qu’il était possible d’enrichir, de détecter et de 

compter les CTC à partir de prélèvements sanguins de patients atteints de 

cancers épithéliaux avancés. Les différentes plateformes technologiques 

utilisent des propriétés physiques ou biologiques qui permettent de distinguer 

les CTC des cellules hématologiques normales dans un prélèvement sanguin. Il 

a été ainsi montré que les CTC étaient détectées de façon commune chez des 

patients atteints de différents types de tumeurs malignes épithéliales ou non 

épithéliales, à la différence des personnes volontaires saines ou des patients 

atteints de pathologies bénignes (Soria et al, 1999; Allard et al, 2004 ; Fizazi et 

al, 2007 ; Pierga et al, 2012 ;  Alix Panabiere et al, 2007 ; Pantel et al, 2009). La 

détection et la caractérisation des CTC ouvrent la voie à de multiples 
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perspectives, devenant un enjeu majeur dans le domaine de la recherche 

translationnelle: évaluation du pronostic des patients, suivi de la réponse à un 

traitement. Par ailleurs, l’isolement des CTC chez un patient donné est une 

occasion unique d’avoir accès à une source de matériel tumorale d’une façon 

peu invasive ce qui ouvre des perspectives très intéressantes pour une 

caractérisation morphologique, phénotypique et moléculaire de ces cellules. 
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II. Objectif de l’étude 

 

L’hypothèse première de ce travail était de comparer deux méthodes 

d’isolement et de détection des CTC chez des patients atteints de cancers 

avancés métastatiques d’origine épithéliale. 

 

Notre étude avait pour but de comparer le nombre de CTC isolées par la 

méthode CellSearch® (Veridex, Warren, NJ, USA) au nombre de CTC isolées 

par une technique de filtration appelée ISET® (Isolation by size of epithelial 

tumour cells; Rarecells, Paris) ( Paterlini Brechot 2007).  

 

La technologie Veridex CellSearch® est un système semi-automatique basé 

sur la microscopie à fluorescence et une technique de sélection des CTC 

utilisant des billes magnétiques marquées par des anticorps spécifiques des 

cellules épithéliales (anti-CK8, anti-CK18 et anti-CK19), anti-leucocytes (anti-

CD45) et un marquage nucléaire (DAPI). L’étape finale de sélection du 

phénotype (EpCAM positif, cytokératine positif, DAPI positif et CD45 negatif) 

correspondant aux CTC est réalisée par un technicien. En pratique, le sang des 

patient est collecté dans des tubes dédiés de type CellSave® Blood Collection 

tubes (Veridex, Raritan, NJ, USA) contenant de l’EDTA et un conservateur 

cellulaire. Ces tubes permettent une conservation optimale des échantillons, à 

température ambiante, jusqu’à 96 heures après le prélèvement, rendant 

possible la reproductibilité et la fiabilité des analyses. La technique commence 

par une étape de capture des CTC avec des billes magnétiques recouvertes 

d’anticorps spécifiques des cellules épithéliales (anti-EpCAM) suivie d’une 
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étape de marquage avec des anticorps anti-cytokératines (CK8, CK18 & CK19), 

anti-CD45 (marqueur leucocytaire) et un marquage nucléaire (DAPI) (Figure 3). 

Par la suite, la préparation est insérée dans une cellule de lecture qui va 

scanner automatiquement les cellules marquées retenues sur les billes 

aimantées. L’opérateur valide ensuite l’identité des cellules triées qui doivent 

être positives pour les antigènes épithéliaux et negatives pour les antigènes 

leucocytaires (Figure 1 et 2). Cette plateforme technique semi-automatique a 

pu être validée dans plusieurs grandes cohortes de patients atteints de cancers 

d’origine épithéliale compte tenu d’une certaine facilité d’utilisation, de 

robustesse et de reproductibilité des résultats (Kraan et al, 2011). Cette 

méthode est actuellement la seule méthode de détection des CTC présentant 

un niveau de standardisation compatible avec des études multicentriques et/ou 

avec une application en routine clinique. 
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Figure 1: Analyse des Cellules Tumorales Circulantes par la méthode CellSearch®. 
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Figure 2 : exemple d’une CTC isolé et détecté en CellSearch®. 

 

Méthode de détection Avantages Limites 

CellSearch® Robustesse 

Reproductible 

Semi-automatisée 

Analyse morphologique 
des CTC 

Analyse phénotypique avec 
plusieurs anticorps 

Quantification directe 

Isolement des CTC pour 
des analyses moléculaires 

Analyse subjective de
la détection des CTC 

Limtes des analyses 
possibles 

 



	 26

Le système ISET®  (Isolation by size of epithelial tumour cells; Rarecells, Paris) 

est une technique d’isolement des CTC basée sur la filtration des cellules 

(Paterlini-Brechot et al, 2007 ; Hofman et al, 2011a et 2011b). Cette technique 

est disponible à l’Institut Gustave Roussy depuis Octobre 2007 dans le 

Laboratoire de Recherche Translationnelle (Dr F Farace). Le système ISET® 

est indépendant de l’expression des marqueurs épithéliaux et permet d’isoler 

des CTC épithéliales ou non épithéliales avec une sensibilité de 1 CTC par 

millilitre de sang. Les cellules isolées sur le filtre peuvent être marquées 

directement pour des analyses cytologiques, d’immunohistochimie, ou par 

FISH. La technique ISET®  nécessite un prélèvement de sang de 10 ml par 

filtre pour la filtration, en présence d’une solution ISET Buffer préalablement 

préparé. Le sang dilué est incubé pendant 10 min à température ambiante, 

avec homogénéisation des tubes toutes les 2 min. La filtration utilise une 

pompe calibrée, et un système appelé l’ISET Block® dont les puits sont remplis 

avec le sang dilué. Le filtre est ensuite sécher, puis la il faut décoller 

délicatement la membrane présente à l’arrière du filtre, qui peuvent être garder 

à -20°. 

 

Afin d’évaluer si le type de CTC détectées est influencé par des 

caractéristiques inhérentes aux patients ou aux types de cancers, nous avons 

déterminé le taux de CTC par ces deux méthodes dans trois cohortes de 

patients atteints de cancer du sein, de la prostate et des bronches. 
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Figure 3: Analyse des Cellules Tumorales Circulantes par la méthode ISET®. 
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III. Résultats  

 

Les résultats de ce travail ont été publiés en 2011 dans le British Journal of 

Cancer (2ème auteur). L’article est reproduit ci-dessous. 

 

Ce travail a permis de mettre en évidence que les deux méthodes d’isolement 

et de détection des CTC sont complémentaires, et qu’il existe clairement des 

différences dans le nombre des CTC identifiées en utilisant la technique 

CellSearch® et la technique ISET® chez les mêmes patients atteints de 

cancers d’origine épithéliale avancés. 

 

Notre étude a montré qu’il existe une corrélation correcte, quoique imparfaite, 

entre le taux de CTC isolées par les deux techniques chez les patients atteints 

de cancers du sein ou de la prostate avancés (taux de concordance de 55% et 

60%). En revanche, il existe une discordance importante dans le nombre de 

CTC détectées chez des patients atteints de cancer bronchique avancé (taux 

de concordance de seulement 20%), avec un nombre plus important de CTC 

isolées avec la technique ISET® par rapport à la technique CellSearch®. 

 

Ces résultats suggèrent que même si la technique CellSearch® est considérée 

comme la technique de référence pour l’étude des CTC pour les cancers 

d’origine épithéliale, il paraît important de développer des technologies 

alternatives d’isolement des CTC. 
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IV. Discussion 

 

Ce travail a permis de montrer une différence dans la capacité de détection des 

CTC dans une cohorte de patients atteints de différents cancers d’origine 

épithéliale en fonction de la technique utilisée. Le nombre de CTC évalué en 

employant deux plateformes technologiques utilisant des moyens de capture 

différents, dans trois cohortes de patients atteints de cancers d’origine 

épithéliale différente, n’est que partiellement concordant dans le cas de patients 

atteints de cancers de la prostate ou de cancer du sein et est très discordant 

chez les patients atteints de cancer bronchique non à petites cellules. Ces 

premiers résultats permettent de suggérer l’intérêt potentiel de développer des 

plateformes de capture et de détection alternatives de CTC, en particulier qui 

ne soient pas basées sur l’enrichissement en cellules EpCAM positives comme 

avec le système CellSearch® pour l’étude de cancers d’origine non épithéliale, 

mais aussi pour des cancers d’origine épithéliale comme les cancers 

bronchiques (Plaks et al, 2013).  
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IV.1 Le processus métastatique 

 

Le but de notre étude n’était pas d’apporter de nouvelles connaissances dans 

la compréhension du processus métastatique compte tenu de la complexité des 

mécanismes impliqués, mais de positionner l’étude des CTC dans le domaine 

de la cancérologie comme un potentiel biomarqueur (Pantel et al, 2010 ; Alix-

Panabiere et al, 2012). En ce sens, il faut rappeler que la première cause de 

décès par cancer est le développement d’une maladie métastatique devenue 

résistante aux différentes stratégies thérapeutiques. La prise en charge 

multidisciplinaire des patients atteints de cancer est basée sur l’analyse 

anatomo-pathologique de la biopsie tumorale, indispensable avant toute prise 

en charge thérapeutique (à l’exception des rares cas de tumeurs germinales 

avec métastases pulmonaires et augmentation majeure de l’hCG, relevant d’un 

traitement en urgence sans preuve histologique formelle compte tenu de 

l’urgence thérapeutique et de l’absence d’autre diagnostic possible), un bilan 

d’extension pour définir l’atteinte locale, locorégionale et à distance 

(classification TNM), et une évaluation globale du patient (Bidard et al, 2012). 

De manière importante, à l’ère des TMC, la classification TNM établie en 1943 

par Pierre Denoix reste toujours d’actualité et permet de définir la stratégie 

thérapeutique dans la majorité des pathologies cancéreuses en ce début de 

XXIème siècle. La présence de métastases, au diagnostic ou au cours de 

l’évolution du cancer, reste un facteur pronostique défavorable important quel 

que soit le type tumoral, à l’exception des leucémies, par essence disséminées 

(Jemal et al, 2010 ; Hill et al 2011). 



	 38

Le potentiel métastatique des cellules tumorales est une des caractéristiques 

fondamentales de tout cancer et représente l’étape ultime du développement 

tumoral (Hanahan et al, 2001 ; Hanahan et al, 2011). Plusieurs modèles 

précliniques ont été étudiés pour permettre de mieux comprendre les 

différentes étapes de ce mécanisme complexe (Van’t Veer et al, 2004 ; Bidard, 

Pierga et al, 2008; Bidard et al, 2011 ; Klein et al, 2008). Le développement de 

nouveaux modèles du processus métastatique chez des souris « engineered 

mouse models » (GEMM), ou celui des xénogreffes dérivées de patients 

(« Patient-derived tumours xenografts » ou PDTX) devraient permettre 

d’améliorer la connaissance du processus métastatique (Bidard et al, 2012). 

Bien qu’il existe encore beaucoup de débats autour des mécanismes 

moléculaires précis du processus métastatique, il est classique de décrire celui-

ci comme une succession de différentes étapes (Mundy et al, 2002 ; Nguyen et 

al, 2009) :  détachement cellulaire et invasion de la matrice extracellulaire, 

intravasation, survie dans la circulation (avec présence des CTC dans le flux 

sanguin), extravasation et prolifération dans le site métastatique, dormance des 

cellules circulantes (DTC) dans l’organe « hôte », possible recirculation des 

CTC dans d’autres organes, et évolution des cellules tumorales dans des 

organes à distance (Pantel et al, 2004). Il est aussi important de rappeler, 

contrairement à ce que pourrait laisser supposer le sens commun, que le 

processus métastatique est en grande partie inefficace, et que seule une infime 

fraction des cellules tumorales circulant dans le sang seront capables de 

coloniser un organe et de se développer pour former une métastase (Fidler et 

al, 2003 ; Fidler et al, 1970). Paget a été le premier à proposer l’hypothèse de 

l’importance de l’environnement dans le processus métastatique dans sa 
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théorie du « seed and soil », pour expliquer que le développement des 

métastases n’était pas dû au hasard, mais que l’interaction entre les cellules 

tumorales et le microenvironnement local était capitale dans la formation des 

métastases (Paget, 1889). Des interactions moléculaires complexes (avec en 

particulier le système des chémokines) sont nécessaires entre les cellules 

tumorales et le stroma pour permettre l’invasion métastatique et la sélection 

d’un organe cible (Nguyen, Boss and Massague et al, 2009 ; Chiang et 

Massague et al, 2008). 

 

Une étape importante concerne l’intravasation et la survie des cellules 

tumorales dans la circulation. Récemment, il a été suggéré que les cellules 

tumorales devaient subir une modification de leur phénotype, appelé transition 

épithélio-mésenchymateuse pour devenir capable de métastaser (Chaffer and 

Weinberg et al, 2011; Thiery et al, 2002). Durant ce processus très proche de 

certaines modifications cellulaires du développement embryonnaire, les cellules 

tumorales épithéliales présentent des modifications de leur cytosquelette, une 

perte de la polarité cellulaire et une perte de l’attachement inter-cellulaire (par la 

modulation de l’expression des intégrines et de la E-cadherine). Les cellules 

tumorales acquièrent ainsi un phénotype dit « mésenchymateux » leur 

permettant d’être plus mobile et de circuler dans le sang. Lors de 

l’extravasation dans le site métastatique, les cellules tumorales récupèrent un 

phénotype épithélial par un processus de transition mésenchymato-épithélial 

(Polyak, Weinberg et al, 2009 ; Thiery et al, 2006 et 2009). L’intérêt clinique et 

biologique de ces observations reste à ce jour non défini. Cependant, ces 

observations montrent bien l’intérêt des études portant sur les CTC pour une 
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meilleure description et compréhension du mécanisme de la cascade 

métastatique « in vivo » chez les patients, mais aussi dans les modèles 

précliniques (Mordant et al, 2011). La signification biologique des CTC dans la 

formation des métastases n’est quant à elle pas établie. Il a été proposé que 

certaines CTC ayant un phénotype proche des cellules souches tumorales 

seraient capables de former des métastases à distance de la tumeur primitive 

(Joose et Pantel et al, 2013). De plus, il a été suggéré récemment que ces CTC 

seraient aussi impliquées dans la croissance de la tumeur primitive et qu’elles 

seraient elles-mêmes capables de former d’autres métastases (FC Bidard et al, 

2008; Kim et al, 2009). 

 

Tous ces éléments permettent de souligner l’intérêt de l’étude des CTC comme 

biomarqueurs du processus métastatique et comme source potentielle de 

matériel tumoral pour l’étude de processus biologiques chez les patients. 
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IV.2 Isolement et caractérisation des CTC  

 

La plupart des nouvelles technologies utilisent des propriétés physiques (taille 

cellulaire, densité, charge électrique) ou biologiques (expression de protéines 

de surface, viabilité) des CTC qui les distinguent des cellules normales, afin de 

pouvoir les isoler et les détecter. Un nombre considérable de techniques de 

détection des CTCs a été développé ces dernières années avec des résultats 

très prometteurs (Parkinson et al, 2012). Toutes ces techniques nécessitent 

une étape d’enrichissement pour augmenter les chances de détecter les rares 

CTC, et un grand nombre de technologies innovantes ont été mise au point 

incluant la séparation immuno-magnétique, les micro-puces à CTC, les 

systèmes de filtration, les RT-PCR quantitatives et la microscopie automatisée 

(Tableau 1) (Georges et al, 2013 ; Parkinsin et al, 2012). Un point important à 

souligner est que plusieurs travaux ont montré que les CTC sont hétérogènes 

d’un point de vue phénotypique et moléculaire, et qu’il est donc nécessaire de 

proposer des approches multiples et basées sur des principes différentes 

d’enrichissement et de détection dans l’espoir de pouvoir analyser le plus de 

CTC chez un patient donné qui soient le reflet de la maladie métastatique. 

 

IV.2.1 Première étape d’enrichissement des prélèvements 

Compte tenu de la difficulté de détecter un très faible nombre de CTC dans le 

sang des patients, même dans des situations de cancer très avancé (évalué de 

1x10-5 à 1x10-6), la plupart des protocoles utilisés nécessitent une première 

étape d’enrichissement afin de diminuer le bruit de fond lié aux cellules 

normales sanguines et de permettre ainsi la détection et la caractérisation des 
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CTC (Zach et al, 2006 ; Pantel et al, 2009). Différentes techniques ont été 

proposées comme les gradients de Ficoll, la séparation sur billes 

immunomagnétiques, une sélection positive en utilisant des anticorps 

épithéliaux (comme l’anticorps EpCAM, Epithelium specific adhesion molecule), 

une séléction négative pour éliminer les cellules hématopoïétiques (en utilisant 

par exemple l’anticorps CD45), ou encore une séparation basée sur la taille des 

cellules. 

 

Les techniques utilisées dans cette première étape ont toutes des limites et des 

avantages qui ont déjà été bien décrits et discutés récemment dans un article 

d’experts (revue Zach et al, 2006 ; Parkinson et al, 2012). Cependant, il est à 

noter qu’au delà des problèmes techniques inhérents à chaque approche, cette 

première étape est capitale pour les résultats ultérieurs. Ainsi, le choix de 

chaque approche n’est pas anodin et repose en grande partie sur des a priori 

concernant les CTC. Par exemple, il n’est pas évident que les CTC aient 

systématiquement une plus grosse taille que les cellules normales du sang ou 

que les CTC détectées chez des patients ayant un cancer d’origine épithéliale 

présentent des antigènes épithéliaux de surface. Ainsi, nous avons que la 

transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un processus complexe 

impliquée dans la mobilité cellulaire, et plusieurs études suggèrent qu’une 

quantité importante de CTC ayant un phénotype mésenchymal sont présents 

dans la circulantion sanguine. Ces CTC ne seront pas isolées et détectées par 

les technologies standards comme le CellSearch basées principalement sur 

des caractéristiques épithéliales des CTCs comme la présence d’EpCAM et de 

cytokératines. 
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De plus, cette première étape a pour but d’augmenter le nombre de CTC par 

rapport au nombre de cellules normales dans un prélèvement donné. Pour cela, 

il est possible soit de diminuer le nombre de cellules normales (sélection 

négative), d’augmenter le nombre de CTC sur un ou plusieurs critères donnés 

dans un prélèvement donné (sélection positive) mais il est aussi possible 

d’augmenter le volume du prélèvement sanguin. Ainsi, à ce jour, des études ont 

pour but de détecter des CTC à partir d’un volume de sang plus important dans 

le cadre de protocoles cliniques utilisant une cytaphérèse (exemple du projet 

européen CTCtrap, « Circulating Tumor Cells TheRapeutic APheresis: a novel 

biotechnology enabling personalized therapy for all cancer patients », financé 

par FP7-Health-2012-INNOVATION-1). Ces protocoles sont en cours, et il sera 

utile dans les années à venir de définir et de standardiser les meilleures 

approches d’enrichissement qui seront conditionnées par les questions posées. 

Aucune de ces méthodes ne permet de totalement purifier les CTC dans un 

prélevement sanguin, et il sera capital de prendre en compte le type de 

techniques d’enrichissement pour comprendre les résultats publiés sur une 

technologie de détection des CTC. 
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Figure 4: Première étape d’enrichissement des CTC. La première étape 

d’enrichissement en CTC du prélèvement à partir du sang des patients est 

basée sur les propriétés physiques ou biologiques des CTC (adapté de 

Alix-Panabière, Pantel et al, 2012) 

 

 

Méthodes d’enrichissement

Taille Densité Marqueurs de surface

IMS + (EpCAM) IMS ‐ (CD45) CTC‐Chip EPISPOT

Dynabeads CellSearch

 

  

 



	 45

IV.2.2 Deuxième étape de détection et de capture des CTC 

 

IV.2.2.1 Technologies basées sur la détection des acides nucléiques 

Les technologies basées sur la détection des acides nucléiques ont été les 

premières utilisées dans l’isolement des CTC en permettant la détection de 

séquences spécifiques d’ADN ou d’ARN tumoral (Pantel et al, 2009). Ces 

techniques ont été beaucoup utilisées dans les années 1990 après le 

développement de la polymerase chain reaction (PCR), notamment dans le 

mélanome, le cancer du sein et le cancer de la prostate (Morcellin et al, 2006 ; 

Eschwege et al, 1995 ; Ady et al, 2004 ; Fizazi et al, 2007). Ces techniques de 

biologie moléculaire reposent sur la détection de séquence d’ARNm qui 

seraient présents dans les CTC mais pas dans les cellules sanguines 

normales. Les transcrits sont donc choisis pour être exprimés dans les cellules 

épithéliales comme la cytokératine 19 (CK19), la mucine 1 (MUC1), HER2 ou la 

télomérase. 

Les limites de l’approche par PCR sont multiples: a) paradoxalement, sa 

sensibilité qui occasionne la détection de cellules normales circulant à très 

faible fréquence, b) la difficulté de corréler formellement le niveau d’ARNm au 

nombre de cellules tumorales, c) la difficulté à implémenter cette technique 

dans des essais cliniques incluant un nombre important de patients, d) 

l’impossibilité de détecter une hétérogénéité eventuelle d’expression des 

marqueurs des CTC. 

Compte tenu de ces différentes limitations, les études utilisant ce type de 

technologies sont peu nombreuses. En revanche, les nouvelles technologies 

basées sur la détection d’ADN ont récemment montré leur intérêt dans l’étude 
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de l’ADN circulant (ADNcir) qui sera développée dans la deuxième partie de 

notre travail (Schwarzenbach et al, 2011 ; Perkins et al, 2012). 
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Tableau 1 : Exemple de différentes plateformes utilisées pour la détection 

des CTC (adapté de Georges/Pantel 2013) 

 

Technologies Enrichissement Identification 

CellSearch Immunomagnétique (ferrofluide 
EpCAM) 

ICC pour CK, CD45, DAPI 

Autres marqueurs : HER2, 
EGFR, FISH 

AdnaGen Immunomagnétique (EpCAM) PCR multiplex (EpCAM ; 
HER2..) 

CTC and HB Chip Antibody-caoted microposts 
(EpCAM) 

EpCAM 

GILUPI Immunomagnétique (EpCAM) 
avec un nanodétecteur placé 
dans une veine 

EpCAM 

ISET Taille des pores du filtre (8 μm)  

EPISPOT Centrifugation ou gradient de 
densité 

Détection de protéines 
sécrétées : PSA, CK19… 

 

EpCAM epithelial cell adhesion molecule ; ICC immunocytochemistry analyses ; CK 

cytokeratin ; DAPI 4‘,6-diamidino-2-phenylindole ; HER2 human epidermal growth 

factor receptor 2 ; FISH fluorescent in situ hybridisation ; PCR polymerase chain 

reaction ; ISET isolation by size of epithelial tumor cells ; EPISPOT EPithelial 

ImmunoSPOT ; PSA prostate-specific antigen 
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IV.2.2.2 Technologies basées sur l’analyse cytologique 

Les technologies basées sur l’isolement de cellules ont l’avantage de permettre 

l’analyse de leur morphologie, leur caractérisation phénotypique et 

éventuellement moléculaire. La technique la plus utilisée à ce jour est la 

plateforme technologique CellSearch® (Veridex, Warren, NJ, USA), basée sur 

une méthode de cytométrie semi-automatisée. Un des avantages majeurs de 

cette technologie est d’avoir montré sa reproductibilité, la possibilité de l’utiliser 

dans des essais cliniques incluant de nombreux patients afin d’évaluer le 

nombre de CTC comme facteur pronostique dans certains cancers. (Riethdorf 

et al, 2007; Shaffer et al, 2007). Cette technologie a permis de mettre en 

évidence, chez des patients atteints d’un cancer métastatique, la présence 

d’une quantité variable de CTC (avec un seuil de détection d’une cellule dans 

7.5 ml de sang) (Allard et al, 2004 ; Riethdorf et al, 2007 ; Kraan et al, 2010). 

 

D’autres technologies basées sur la cytométrie sont en cours de 

développement. Le système ISET® (Isolation by size of epithelial tumour cells; 

Rarecells, Paris) que nous avons utilisé dans notre étude, est une technique 

d’isolement des CTC basée sur la filtration des cellules (Paterlini et al, 2007 ; 

Farace et al, 2011 ; Hofman et al, 2011). Cette  méthode d’enrichissement 

repose sur le fait qu’il est considéré que les CTC sont plus volumineuses que 

les autres cellules sanguines circulantes et peuvent donc être retenues par des 

filtres adaptés (pores cylindriques de 8 microns). Cette plateforme permet de 

réaliser différentes analyses : comptage optique pour une énumération, 

caractérisation moléculaires en utilisant l’immunohistochimie ou la FISH sur les 

CTC isolées, microdissection laser des CTC et extraction de l’ARN ou de l’ADN 
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pour des analyses moléculaires (mutations, variants d’épissage…). Il a été 

récemment montré qu’il était ainsi possible de mettre en évidence des 

anomalies moléculaires comme les translocations ALK dans les cancers 

bronchiques (Paillet et al, 2013), ou les translocations TMPRSS2-ERG dans les 

cancers de la prostate (Oulhen et al, AACR 2012). Cette technique a le 

principal avantage de permettre de détecter des CTC d’une façon indépendante 

d’un marqueur donné (exemple : EpCAM, Vimentine, CD45 ou autres), et peut 

donc être utilisé dans différents types tumoraux épithéliaux ou non épithéliaux 

(sarcome ou mélanome par exemple) (Khoja et al, 2013). Cependant, à ce jour 

il n’existe pas d’automatisaton des différentes étapes du filtrage ou des 

analyses ultérieures ce qui demande donc un temps de manipulation important 

et une expertise difficile à acquérir. De plus, l’étape de fitration doit intervenir 

dans les heures qui suivent le prélevement du patient ce qui va clairement 

limiter la dissémination de cette technique, et poser des problèmes importants 

pour des études multicentriques de grandes envergures nécessittant l’inclusion 

de plusieurs centaines ou milliers de patients. 

 

Une troisième variante de l’étape d’immuno-enrichissement des CTC utilise les 

techniques de «puces microfluidiques». Ces systèmes automatisés exploitent la 

possibilité de séparer une population de CTC homogène au sein d’un 

prélèvement sanguin en se basant sur les proporiétés physiques (taille, masse 

volumique), mais aussi moléculaires (protéines de surface ou intracellulaire). 

Schématiquement, ces puces comportent un circuit de très faible diamètre, au 

sein duquel les fluides (en l’occurrence le sang) vont s’écouler de manière 

laminaire. Grâce au diamètre particulièrement réduit de ces «conduits», la 
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fréquence et la durée d’interaction entre les anticorps (disposés sur les parois 

du circuit) et les CTC augmentent, permettant d’accroître la probabilité de 

liaison des CTC et donc, la sensibilité générale de la technique. Différentes 

équipes ont montré des résultats très prometteurs pour l’isolement et la 

détection des CTC avec ces techniques (Nagrath et al, 2007 ; Maheswaran et 

al, 2008). L’Institit Curie a mis au point un microsystème de tri cellulaire basé 

sur l’organisation de billes magnétiques en réseau sur des piliers en 3D. Les 

CTC sont isolées en fonction de l’expression de certaines protéines de 

membrane, qui sont reconnues par les anticorps spécifiques fixés sur les billes 

magnétiques. Ce type de système permet une séparation efficace des CTC de 

plus de 95%, une détection et une caractérisation des CTC. De plus, 

récemment Ozkumur et al ont publié des résultats trés prometteurs concernant 

l’utilisation d’une nouvelle génération de “puce microfluidique” appelée “CTC-

iCHIP” permettant la détection et la caractérisation de CTC indépendemment 

de leur statut EpCAM (Ozkumur et al, 2013). 

 

Un autre système original appelé EPIC est basé sur un étalement sur des 

lames spéciales du prélevement sanguin sans aucune étape d’enrichissement. 

Cette technique a donc pour avantage de ne pas avoir une sélection a priori sur 

la taille des CTC ou l’expression de marqueur de surface. La détection des 

CTC est assurée par une immunofluorescence utilisant le DAPI, la cytokératine, 

et le CD45. Cette étape de marquage et de lecture est completement 

automatisée. De plus, il est possible de compléter la caractérisation des CTC 

par une analyse FISH de certains gènes d’intérêt. Une première étude 

présentée au congrès de l’ASCO GU en 2013 a montré des résultats 
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encourageants sur des prélevements de patients ayant des cancers de la 

prostate. Dans une cohorte de 49 patients, il a été possible de mettre en 

évidence une déletion de PTEN en immunofluorescence sur les CTC, et le 

statut PTEN sur les CTC était concordant avec celui de la métastase ou de la 

tumeur primitive dans 75% des cas où il avait été possible d’analyser le tissu 

tumoral (Punnoose et al, 2013). 

 

Un autre système utilise les propriétés physiques diéléctriques et polarisantes 

des CTC par rapport aux cellules normales. Il est connu que propriétés 

diéléctriques et polarisantes des cellules sont dépendantes de leur diamètre, de 

leur morphologie et de leur conductivité. Les différences phénotypiques entre 

CTC et cellules normales sont responsables d’une polarisation différente 

lorsque les cellules sont exposées à un champ électrique. Ainsi le système 

ApoStreamTM permet une séparation des CTC en utilisant les forces 

diélectrique et hydrodynamique. Une première étude avait montré des résultats 

très encourageants (Gupta et al, 2012), et d’autres études suggèrent l’intérêt de 

ce type d’approche en particulier pour l’étude des mécanismes de EMT ou pour 

la caractérisation de l’hétérogénité des CTC. 
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IV.2.3 Comparaison des différentes approches de détection des CTC 

Nous avons vu que différentes approches pour la détection des CTC sont 

disponibles, et que chacune a pris le parti d’exploiter des caractéristiques 

particulières des CTC pour pouvoir les isoler et les analyser (Alix-Panabiere et 

al, 2008 et 2012) (Tableau 2). Peu d’études ont comparé les différentes 

techniques entre elles sur un même prélevement, et il est donc difficile de 

statuer sur les avantages et inconvénients de chaque méthode (Lianidoue et al, 

2011). De même, il est important de rappeler que toute nouvelle technologie de 

détection des CTC devrait s’astreindre à un minimum de pré-requis permettant 

son analyse critique et son éventuelle validation dans le but d’une application 

clinique future comme rappelé dans la réunion de consensus des experts de 

l’étude des CTC à savoir par exemple: conditions de collecte des prélevements, 

types de tube, matériels de laboratoire utilisés, conditions de recueil et de 

conservation des prélevements, calibration et vérifiacation des tests dans un 

même laboratoire et entre différents laboratoires (Parkinson et al, 2012). 

 

Notre travail suggère que la capacité de détection des CTC est variable d’une 

technologie à l’autre, mais aussi selon le type de cancer d’origine épithéliale. La 

technologie CellSearch® ne permet de détecter que des CTC de tumeurs 

épithéliales, compte tenu du fait que la capture des CTC utilise un anticorps 

dirigé contre EpCAM (Allard et al, 2004 ; Pantel et al, 2013). Cependant, 

d’autres technologies comme ISET® ou les techniques basées sur les acides 

nucléiques peuvent être utilisées pour des tumeurs non épithéliales comme les 

sarcomes ou les mélanomes. 
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Tableau 2: Résumé des avantages et des limites de chaque approche pour 

la détection des CTC chez les patients atteints de cancer (adapté de Alix-

Panabière et al, 2008 et 2013; Krebs et al, 2012) 

 

Méthodes de détection  

Technologies basées sur l’analyse cytologique 

 

Avantages  Analyse morphologique des CTC 
 Analyse phénotypique avec plusieurs anticorps 
 Quantification directe 
 Isolement des CTC pour des analyses molécu-laires 

Inconvénients  Analyse subjective de la détection des CTC 
 Durée du screening des CTC 

Technologies basées sur les acides nucléiques 

 
Avantages  Haute sensibilité des PCR 

 Détection des CTC indépendante de l’obser-vateur 
 Haute spécificité de la détection quantitative par RT-

PCR  

Limites  Perte de l’expression des ARN messager 
 Expression par les cellules normales 
 Pas d’isolement des CTC 
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De plus, il est possible de modifier la procédure de la technologie CellSearch® 

en changeant l’anticorps de capture pour permettre d’isoler des CTC de 

patients atteints de ces pathologies, en particulier les patients atteints de 

mélanomes (Khoja et al, 2012). Enfin, les méthodes d’analyses de l’ADN 

circulant qui ne nécessite pas d’enrichissement et pas de sélection sur les 

marqueurs de surface épithéliaux pourront être utilisées dans tous les types 

tumoraux (Schwarzenbach et al, 2011 ; Perkins et al, 2012). 

 

Cependant si nous prenons l’exemple de patients ayant un cancer d’origine 

épithéliale comme le cancer du sein, de la prostate ou du poumon, nous avons 

montré dans notre travail que pour un même patient deux technologies 

différentes de détection des CTC peuvent donner une information discordante. 

Des données solides et robustes existent pourtant pour la détection des CTC 

dans ces trois types de cancer en utilisant la technologie CellSearch®. Les 

premières études réalisées avec cette méthode ont montré la présence de CTC 

dans une grande proportion de cancers métastatiques (Allard et al, 2004). En 

effet, 64% des patients atteints de cancers métastatiques avaient au moins une 

CTC détectable et 36% au moins 2 CTC détectables sur des échantillons de 

7,5 ml de sang. A l’inverse, seule une très faible proportion (1%) de patient 

atteint d’une tumeur bénigne avait 2 CTC/7.5ml et aucun patient en bonne 

santé n’avait de CTC détectable. Plusieurs autres études rétrospectives ou 

prospectives ont montré qu’il est fréquent de détecter des taux élevés de CTC 

chez des patients ayant un cancer du sein, de la prostate ou du poumon 

avancé. Par ailleurs, ces études ont montré un lien entre la présence de 

cellules tumorales détectées par la méthode CellSearch® et la survie sans 
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progression ou encore la survie globale à partir d’importantes cohortes de 

patients atteints de cancers métastatiques mammaires, colorectaux et de la 

prostate (Tableau 3). Dans les cancers mammaires métastatiques, 49% des 

patientes avaient au moins 5 CTC/7.5ml de sang avant le traitement 

(Cristofanilli, 2004). Dans les cancers digestifs métastatiques, 26% des patients 

avaient au moins 3 CTC/7.5ml de sang avant le traitement (Cohen et al, 2008). 

Les patients atteints de cancers de la prostate présentaient un nombre plus 

important de CTC avec 57% des patients ayant au moins 5 CTC/7.5ml avant le 

traitement (de Bono et al, 2008). 
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Tableau 3: Taux de CTC détectées par la méthode CellSearch® et survie 

globale à partir d’importantes cohortes de patients atteints de cancers 

métastatiques mammaires, colorectaux, bronchiques et de la prostate 

(Cohen et al, 2008; Cristofanilli et al, 2004; de Bono et al, 2008 ; Krebs et 

al, 2011). 

 

 Nb de 
patients 

Survie globale médiane 
(mois) 

Différence 
statistique 

(p) 

  Groupe 
favorable 

Groupe 
défavorable 

 

Cancer du sein 177 21,9 10,9 <0,0001 

Cancer de la prostate* 231 21,7 11,5 <0,0001 

Cancer du colon 430 19,1 11,7 <0,0001 

Cancer du poumon 101 8,1 4,3 <0,001 

*Cancer de la prostate résistant à la castration 

 

Note : Pour les cancers du sein, de la prostate et du poumon, le seuil 

définissant le caractère péjoratif du nombre de CTC est retenu à 5 CTC dans 

7.5 ml de sang alors que ce seuil est défini à 3 CTC dans 7.5 ml de sang pour 

les cancers colorectaux. 
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Plusieurs hypothèses ont été soulevées pour expliquer ces discordances. Tout 

d’abord, l’étape d’enrichissement, différente entres les deux techniques, peut 

expliquer en grande partie la différence de détection des CTC. Dans le système 

CellSearch®, les CTC ayant acquis un phénotype EMT et ayant perdu leur 

phénotype épithélial ne seront pas capturées ni détectées. Ceci a été 

maintenant décrit par plusieurs équipes et pourrait expliquer en grande partie la 

sous estimation du nombre de CTC chez les patients atteints de cancer du 

poumon par la technologie CellSearch®. Il a été aussi suggéré que le 

processus de l’EMT est associé à un phénotype plus agressif de la tumeur 

(Thompson et al, 2011). Compte tenu de l’importance de l’EMT dans la 

migration cellulaire, il est important de focaliser une partie des efforts de 

recherche sur les CTC sur l’identification de marqueurs de l’EMT sur les CTC et 

développer des méthodes de détections indépendantes des méthodes 

d’enrichissement basées sur les marqueurs épithéliaux. La plupart des équipes 

ont donc utilisé des méthodes basées sur la filtration comme l’ ISET®, et ont 

montré qu’un nombre important de CTC ont un phénotype EMT (Charpentier et 

al, Paillet et al, Hou et al, AJP 2011, Krebs et al, JTO 2012). D’autres équipes 

ont utilisé des « puces microfluidiques » comme l’étude de l’équipe de Boston 

qui a utilisé leur méthode HB (herringbone)-CHIP pour capturer les CTC sur 

des prélevements de 41 patientes avec des cancers du sein (Yu et al, 2013). 

Cette étude montre qu’une majorité des patientes présentent des CTC dans 

leur sang avec un phénotype mésenchymateux, ceci d’autant plus que les 

patientes sont atteintes de cancer du sein triple négatif ou amplifié HER2. De 

plus, les auteurs montrent une association intéressante entre les marqueurs de 

EMT et la présence de «clusters » de CTC. En effet, beaucoup des travaux qui 
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ce sont intéressés à l’EMT ont montré que les CTC ne semblent pas circuler 

dans le flot sanguin d’une manière isolée, mais plutôt sous la forme de micro-

emboles de CTC, et que le phénotype des CTC ou des CTM (« circulating 

tumor microemboli ») qui maintiennent un contact inter-cellulaire dans le flux 

sanguin, montre une certaine hétérogénéité des marqueurs épithéliaux et 

mésenchymateux. (Hou et al, 2011 ; Lecharpentier et al, 2012 ; Krebs et al, 

2012 ; Yu et al, 2013).  

 

A l’inverse, l’isolement des CTC par la technologie ISET® est basé sur un 

enrichissement par la taille des cellules et les propriétés physico-chimiques des 

CTC. La procédure du protocole ISET® est plus longue et plus difficile, et il est 

possible qu’un certain nombre de CTC soient perdues durant les procédures de 

lavage et d’immunohistochimie. Ainsi, le plus grand nombre de CTC détectées 

par CellSearch®  pourrait être expliqué par une procédure plus longue et moins 

automatisé avec la technique ISET® (Farace et al, 2011). De plus, le postulat 

que la taille des CTC est plus importante que la taille des cellules normales n’a 

jamais été clairement évalué. En se référant à la technique de référence 

CellSearch® et aux récents travaux effectués, il est possible de mettre en 

évidence des « petites cellules » capturées par le système qui ne sont pas 

considérées comme des CTC classiques mais qui pourraient correspondre à 

des CTC de petite taille (Coumans et al, 2010).  

 

Notre travail montre donc qu’il n’existe pas de technologie « idéale », et qu’il est 

important de pouvoir comparer chaque technologie entre elles, dans des 
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populations définies de patients, mais aussi en fonction d’une question clinique 

ou biologique pré établie :  

- La méthode CellSearch® est une méthode robuste, reproductible, avec une 

possible implémentation dans des protocoles cliniques de recherche. 

- Cependant, notre travail montre que cette méthode a un certain nombre de 

limites et qu’il est souhaitable de développer des méthodes alternatives pour 

détecter les CTC dans certains types de cancer, ou pour poser des 

questions biologiques particulières comme la caractérisation de l’EMT. 

- A chaque question clinique ou biologique, il est indispensable de définir les 

limites et les avantages de chaque méthode et de choisir en conséquence la 

meilleure plateforme existante. 

- Un effort important de validation et de suivi de l’assurance qualité des tests 

est capital si nous souhaitons utiliser ces découvertes récentes dans la prise 

en charge des patients en clinique. 
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IV.3 Perspectives et limites de l’étude des CTC   

 

La possibilité d’isoler, de compter et d’étudier les CTC dans le sang des 

patients permet d’envisager plusieurs types d’applications en recherche clinique 

et fondamentale et pourrait modifier différents domaines de la prise en charge 

des patients atteints de cancer (Krebs et al, 2011) (Tableau 5). Les CTC 

peuvent apporter trois types d’information :  

- une information pronostique initiale,  

- une corrélation entre l’énumération des CTC et l’efficacité du traitement,  

- et la caractérisation des cibles thérapeutiques exprimées par les CTC. 

L’ensemble unanime de toutes les études publiées rapporte que la détection 

des CTC est un facteur pronostique majeur et indépendant en phase 

métastatique. Les études princeps qui ont utilisé le système CellSearch® ont 

permis de suggérer le potentiel intérêt de la détection des CTC chez les 

patients avec un cancer avancé, en particulier avec l’énumération des CTC. II 

faut rappeler que pour utiliser les CTC en pratique clinique, il est absolument 

nécessaire de démontrer au préalable que leur utilisation est capable de 

modifier la prise en charge des patients et qu’il est donc indispensable de 

répondre aux différentes questions posées par des essais cliniques adéquats. 
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Tableau 4: Applications potentielles de l’analyse des cellules tumorales 

circulantes (CTC) (adapté de Alix-Panabière et al, 2008 et 2013; Krebs et 

al, 2012). 

 

Compte des CTC 

 Définition du pronostic 

 Suivi de la réponse thérapeutique (marqueur prédictif et 
pharmacodynamique) 

 Détection de rechute 

 Aide au diagnostic 

 Aide à la décision de traitement adjuvant 

Caractérisation moléculaire des CTC 

 Matériel tumoral pour l’analyse d’anomalies moléculaires (« biopsie 
liquide ») : classification moléculaire des cancers, marqueurs 
moléculaires pronostiques ou prédictifs, découverte de nouvelles 
cibles 

 Détection de profil de résistance à un traitement 

 Amélioration de la connaissance du processus métastatique 
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IV.3.1 Utilisation du compte des CTC : un nouvel outil pour la stratégie 

thérapeutique en oncologie? 

 

A ce jour, seule la technologie CellSearch® (Veridex) a fait l’objet de 

nombreuses publications, unanimes sur le rôle pronostique majeur et 

indépendant des CTC détectées dans les cancers du sein ou de la prostate. 

Compte tenu de sa robustesse et de sa simplicité d’utilisation, il est probable 

que cette technologie restera la technique standard pour le compte des CTC 

dans la plupart des cancers d’origine épithéliale. 

 

IV.3.1.1 Utilisation des CTC comme facteur pronostique 

Les différentes grandes études ayant évalué le taux des CTC avec le système 

CellSearch® ont permis de montrer la valeur pronostique du taux des CTC 

dans les cancers du sein, du colon et de la prostate. A ce jour, ce test n’est pas 

reconnu ni remboursé en Europe, car bien que ces études aient montré que le 

taux de CTC est pronostique, il n’a pas été montré que la connaissance de ce 

pronostic soit suffisante pour modifier la prise en charge des patients. Ainsi, des 

études cliniques futures sont en cours, en particulier dans les cancers du sein 

pour montrer que le taux de CTC à un temps donné peut modifier à terme la 

décision thérapeutique et le devenir des patients avec un cancer avancé 

(Bidard et al, 2013). Ces études interventionnelles en cours dans le cancer du 

sein sont importantes car elles ont été les premières à être conduites pour 

montrer que l’énumération des CTC et leur valeur pronostique peut avoir un 

rôle pour aider le clinicien dans la stratégie thérapeutique. 
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IV.3.1.2 Utilisation des CTC comme facteur prédictif 

Ces études ont aussi montré que la décroissance du taux de CTC en cours de 

traitement pouvait prédire le devenir des patients. Ainsi, il est possible 

d’imaginer que l’évaluation du taux des CTC soit proposée de façon précoce 

pour décider de la poursuite ou non d’un traitement en fonction d’une 

décroissance jugée ou non favorable. Des essais sont en cours dans les 

cancers du sein pour montrer que le taux de CTC en cours de traitement peut 

être utilisé pour guider la thérapeutique (Bidard et al, 2013). Cette stratégie 

pourrait s’appliquer à d’autres pathologies comme le cancer de la prostate, 

dans le but de changer précocément un traitement probablement inefficace 

(Olmos et al, 2009 ; Olmos et al, 2011 ; Scher et al, 2010). 

 

IV.3.1.2 Utilisation des CTC comme critère de jugement intermédiaire  

A terme, comme les études décrites précédemment ont montré que la 

décroissance du taux de CTC était corrélée à la survie globale, il pourrait être 

envisagé de valider la décroissance du taux de CTC comme un critère de 

jugement intermédiaire de la survie globale dans les études de phase III et de 

remplacer la survie globale par le taux des CTC comme objectif principal dans 

les études randomisées de phase III.  A ce jour, par exemple il n’y a pas de 

critère de jugement intermédiaire de la survie globale validé dans les cancers 

de la prostate résistants à la castration métastatiques et plusieurs études 

cherchent actuellement à montrer que le taux de CTC pourrait constituer un tel 

critère (Scher et al, 2011). Les premiers résultats présentés durant le congrès 

de l’ASCO en 2011 montrent une bonne corrélation entre le taux de CTC avant 

traitement et la survie globale (confirmation de la valeur pronostique des CTC), 
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mais aussi une corrélation entre le taux de CTC après traitement et la survie 

globale (valeur pronostique de bénéfice au traitement) (Tableau 5). Si ces 

résultats sont confirmés par d’autres études prospectives en cours dans le 

cancer de la prostate résistant à la castration, il est possible d’envisager que le 

taux de CTC après un temps court de traitement puisse être accepté par les 

autorités réglementaires comme la FDA ou l’EMA, comme un critère principal 

permettant l’enregistrement d’un médicament en s’affranchissant de la survie 

globale (Scher et al, 2013).  
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Tableau 5 : Taux de conversion du groupe défavorable ( 5 CTC) au 

groupe favorable (< 5 CTC) chez les patients atteints d’un cancer de la 

prostate résistant à la castration inclus dans l’étude de phase III COU-301 

randomisant l’acétate d’abiraterone plus prednisone à  un placebo plus 

prednisone (Scher et al, ASCO 2011 ; DeBono et al, 2011 ; Fizazi et al, 

2012). 

 

Nombre de patients avec  5 CTC avant traitement 

 Semaine 4 
422 

Semaine 8 
374 

Semaine 12 
330 

Traitement AA 

(n=272) 

Placebo 

(n=150) 

AA 

(n=245) 

Placebo 

(n=129) 

AA 

(n=217) 

Placebo 

(n=113) 

Conversion 42% 

(n=113) 

14% 

(n=21) 

50% 

(n=123) 

17% 

(n=22) 

48% 

(n=105) 

17% 

(n=19) 

p value <0,0001 <0,0001 <0,0001 
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IV.3.2 Caractérisation moléculaire des CTC : vers l’utilisation de la 

«biopsie liquide» ? 

Comme nous l’avons vu, une des limites majeures des études se contennant 

de compter les CTC est l’absence d’aide au choix thérapeutique. Dans la 

majorité des cas, dans la mesure où tous les patients atteints de cancers 

métastatiques vont à terme décéder de leur maladie, la question n’est pas de 

savoir « qui traiter », mais plutôt « quel traitement proposer ». Depuis le 

développement des thérapies moléculaires ciblées (TMC), la caractérisation 

moléculaire du tissu tumoral est devenue primordiale dans la recherche en 

thérapeutique anticancéreuse. Les technologies d’analyse moléculaire sont au 

centre des projets de médecine moléculaire ou « médecine personnalisée », et 

ont déjà permis une nouvelle classification moléculaire des cancers (deBono et 

al, 2011 ; Rordon et al, 2012). Ainsi, il a été montré qu’une maladie fréquente 

comme le cancer du poumon non à petites cellules est en réalité un ensemble 

de pathologies plus rares définies par des altérations moléculaires différentes 

comme les mutations EGFR, la translocation ALK, les mutations ou 

amplification du gène HER2, si bien que la prise en charge de ces maladies est 

désormais adaptée selon leur profil moléculaire (Besse et al, 2011). Dans cette 

optique, il est important de mettre en évidence des marqueurs 

pharmacodynamiques, et de mieux comprendre les mécanismes moléculaires 

de sensibilité et de résistance aux thérapeutiques. Contrairement aux 

hémopathies malignes où il est commun de suivre l’évolution des pathologies 

tumorales en cours de traitement en réalisant le suivi des cellules tumorales 

dans le sang ou dans la moelle osseuse en utilisant des techniques de biologie 

moléculaire, il sera difficile de proposer des biopsies tumorales successives et 
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répétées dans la grande majorité des patients atteints d’une tumeur solide 

(Krebs et al, 2011). Ainsi, l’isolement des CTC peut représenter une source de 

matériel tumoral pour mettre en évidence des anomalies moléculaires connues 

(comme les mutations EGFR, les translocations ALK dans le cancer du 

poumon ; les amplifications de HER2 dans les cancers du sein ; les 

amplification du récepteur des androgènes ou les translocations TMPRSS2 

dans les cancers de la prostate), découvrir de nouvelles altérations 

moléculaires, mettre en évidence des mécanismes de résistance à des 

thérapeutiques ou au contraire des marqueurs de sensibilité.  
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Tableau 6 : Thérapies moléculaires ciblées ayant démontré un bénéfice 

dans des populations de patients atteints de cancers avec une altération 

moléculaire définie (adapté de Rordon et al, 2012). 

 

Pathologie Altération moléculaire/cible Médicament 

Cancer du poumon Mutation EGFR Inhibiteur de EGFR 

Cancer du sein Amplification HER2 Inhibiteur de HER2 

GIST Mutation KIT et PDGFRA Inhibiteur de KIT 

Mélanome Mutation BRAF Inhibiteur de BRAF 

Cancer du poumon Translocation EML4-ALK Inhibiteur de ALK 

Sarcome d’Ewing Translocation EWS-FLI Anti-IGF-1R 

Médulloblastome Mutations PTCH1 ou SMO Inhibiteur de SMO 

Cancer du sein, de 
l’ovaire et de la prostate 

Mutations BRCA1/BRCA2 Inhibiteur de PARP 
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IV.3.2.1  Utilisation des CTC comme source de matériel tumoral  

Plusieurs équipes ont montré qu’il est possible de caractériser d’un point de vue 

moléculaire les CTC isolées par différentes plateformes technologiques. Il a été 

ainsi montré qu’il est possible de mettre en évidence des amplifications de 

gènes (comme HER-2 dans les cancers du sein) (Riethdorf et al, 2010), ou des 

translocations (comme la translocation TMPRSS2-ERG dans les cancers de la 

prostate, ou la translocation ALK dans les cancers du poumon) (Attard et al, 

2009 ; Leversha et al, 2009). A terme, il est possible d’imaginer que l’analyse 

des CTC pourrait en partie remplacer une biopsie tumorale, et devenir une 

vraie « biopsie tumorale liquide ». ll est cependant à noter qu’il existe à ce jour 

peu d’études ayant comparé le phénotype moléculaire des CTC et les 

altérations moléculaires de la tumeur primitive et des métastases chez un 

même patient. Ces études sont indispensables avant de valider les CTC 

comme matériel tumoral disponible pour guider un traitement. 

 

IV.3.2.1  Utilisation des CTC et mécanismes de résistance  

Comme il est possible de mettre en évidence des altérations moléculaires 

présentes dans la tumeur en début de traitement, il est aussi possible 

d’analyser l’expression de différentes gènes ou protéines en cours de 

traitement qui pourraient prédire la réponse ou la résistance à un traitement. 

Ainsi, il a été montré dans un travail princeps qu’il était possible d’étudier 

l’expression de IGF1-R dans des CTC, et que cette expression était corrélée à 

la réponse à des inhibiteurs de IGF1-R chez des patients atteints de cancer de 

la prostate (DeBono et al, 2007). De même, l’expression de Bcl2 dans des CTC 
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de patients atteints de cancer du poumon à petites cellules a été montrée 

comme prédictive de la réponse à des inhibiteurs de Bcl2 (Gandhi et al, 2011). 

 

IV.3.2.3 Compréhension des mécanismes du processus métastatique 

La caractérisation moléculaire des CTC chez des patients atteints de cancers 

avancés ou localisés peut aussi nous donner des informations capitales 

concernant la connaissance des mécanismes moléculaires impliqués dans le 

processus de métastases. Comme montré ci dessus, il est ainsi possible de 

mettre en évidence dans des CTC de patients atteints de cancer du poumon 

l’expression concomitante de marqueurs épithéliaux et mésenchymateux qui 

confirment la théorie de la transition epithélio-mésenchymateuse 

(LeCharpentier et al, 2010 ; Hou et al, 2010 ; Hofman et al, 2011). De même, 

l’étude de marqueurs du phénotype des cellules souches au niveau des CTC 

pourrait aussi apporter des données importantes pour la compréhension du 

mécanisme de métastases (Mego et al, 2010 ; Reuben et al, 2011). Enfin, il 

pourrait être proposé d’évaluer la viabilité et le potentiel des CTC en proposant 

des protocoles de xenogreffes de CTC dans des modèles murins (Pantel et al, 

2013 ; Baccelli et al, 2013). 
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Partie II 

Intérêt de l’étude des cellules circulantes 

comme facteur pronostique de la survie 

des patients atteints de cancers avancés 

inclus dans des essais précoces 
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I. Contexte de l’étude 

 

Les phases I ont un rôle majeur dans la démarche méthodologique pour le 

développement d’un nouvel anticancéreux. La phase I d’une nouvelle molécule 

est le premier passage chez l’homme d’un composé qui a été étudié pendant 

des années dans les laboratoires de recherche. Son premier objectif est 

d’identifier les doses d’utilisation du médicament dans des conditions de 

sécurité satisfaisante pour les développements ultérieurs en phase II et III. Les 

objectifs secondaires sont de décrire les effets toxiques, de donner des 

informations essentielles quant à la pharmacologie clinique chez l’homme, 

d’essayer de préciser un effet sur une cible bien définie et finalement de 

reconnaître éventuellement une activité anti-tumorale chez le malade.	 Ces 

essais de phase I ont ainsi pour but non seulement de déterminer la toxicité de 

nouveaux agents, mais aussi de valider les hypothèses et la preuve du concept 

de leur potentielle activité anti-tumorale qui ont été à l’origine de sa création. De 

plus, la phase I est enfin une phase critique car ces résultats peuvent 

interrompre toute décision de poursuite du développement (go/no go décision). 

 

Comme nous l’avons vu précedemment, les TMC ont radicalement modifié la 

prise en charge des patients atteints de cancer métastatique (Haber et al, 

2011). La terminologie «thérapies moléculaires ciblées» fait référence à des 

stratégies thérapeutiques dirigées contre des anomalies moléculaires 

supposées impliquées dans le processus de transformation néoplasique. Le 

développement de ces nouveaux médicaments est en fait parallèle au 

développement d’une approche basée sur la biologie moléculaire et non plus 
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seulement clinique et morphologique de la maladie cancéreuse (Weinberg et al, 

2001 ; Debono et al, 2010). Ces études ont permis de mieux caractériser d’un 

point de vue moléculaire les différents types de cancers, et de commencer à 

raisonner non plus en «maladie d’organe» (cancer du sein, cancer du poumon, 

cancer de la prostate, cancer du colon…), mais de classer les cancers en 

fonction de certaines anomalies moléculaires qui sont impliquées dans le 

processus cancéreux (cancer du sein HER-2 positive, mutation de EGFR de 

certains cancer du poumon, mutation KRAS des cancers du colon). Il ne s’agit 

cependant pas d’un concept tout à fait nouveau en cancérologie car les 

modulations hormonales réalisées pour le traitement des phases métastatique 

ou adjuvante du cancer du sein, de la prostate ou de la thyroide, ont démontré 

de longue date leur bénéfice thérapeutique. Ces traitements peuvent être 

considérés comme les «ancêtres» des TMC car ils agissent sur des anomalies 

moléculaires de cancers hormono-dépendants et ces récepteurs hormonaux 

(aux oestrogènes pour le cancer du sein, récepteurs aux androgènes pour le 

cancer de la prostate) sont bien directement impliqués dans le processus 

néoplasique. A ce jour, plus d’une dizaine de thérapies ciblées ont l’AMM pour 

le traitement de patients atteints de cancer avancé ou en situation adjuvante 

(Ma et al, 2009 ; Krause et al, 2005).  

 

Compte tenu de l’importance stratégique des essais précoces dans le 

développement des TMC, il existe un intérêt majeur dans le développement de 

biomarqueurs pronostiques et prédictifs de l’efficacité ou de la toxicité des 

nouveaux médicaments évalués dès les premières étapes de la phase I (Yap et 

al, 2013 ; Carden et al, 2010 ; Lorusso et al, 2010). En effet, les phases 
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précoces sont un moment unique dans la vie d’un médicament pour pouvoir 

évaluer au plus près les effets du médicaments chez l’homme, mais aussi 

générer un certain nombre d’hypothèses qui pourront être validées ensuite au 

laboratoire ou dans de plus grandes études de phase II ou III (Yap et al, 2010). 

Compte tenu de la balance risque/bénéfice des protocoles de phase I, il est 

classique d’inclure en phase I des malades qui ont un cancer évolutif et pour 

lequel il existe aucune alternative thérapeutique ni en phase III ni en phase II. 

Cependant, l’état général du malade doit être bon de manière à ce que les 

aggravations éventuelles observées ne puissent pas être imputées à l’histoire 

naturelle de la maladie. Néanmoins, il reste toujours difficile d’évaluer le 

pronostic de ces patients inclus en phase 1, et plusieurs groupes ont essayé de 

définir des critères objectifs pour mieux sélectionner les patients à qui il est 

proposé ce type d’essais (Ploquin et al, 2012). 

 

Compte tenu de l’importance du processus métastatique chez les patients 

ayant un cancer avancé, nous avons fait l’hypothèse que des marqueurs 

circulants pourraient nous aider à mieux définir le pronostic des patients inclus 

en phase 1. Compte tenu de l’importance du mécanisme d’angiogenèse dans le 

processus métastatique, nous avons décidé d’évaluer l’intérêt des cellules 

endothéliales circulantes (CEC), mais aussi des cellules endothéliales 

progénitrices (CEP) comme paramètre biologique de l’angiogenèse qui 

pourraient être en relation avec un comportement biologique plus agressif de 

certaines pathologies, et avoir une corrélation avec le pronostic de ces patients 

inclus en phase 1. 
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II. Objectifs de l’étude 

 

Ce travail avait pour but d’étudier la relation entre le devenir des patients 

atteints de cancers avancés inclus dans des études de phase I/II à l’Institut 

Gustave Roussy. A partir de cette population, le taux de CEC et CEP a été 

déterminé dans le cadre de différents protocoles dans le laboratoire du Dr 

Farace (Laboratoire de recherche translationnelle, Unité INSERM U981 

« identification of molecular predictors and new targets for cancer treatment ») 

en utilisant une technique de cytométrie de flux précédemment décrite 

(Jacques et al, 2008). 

 

Un échantillon de sang a été prélevé chez les patients inclus dans différentes 

études  et qui recevaient un antiangiogénique, à l’inclusion (J1, avant le 

traitement). Après avoir prélevé 2 ml de sang, le sang était collecté dans un 

tube CellsaveTM  (Immunicon, Huttingdon Valley, PA). Les tubes CellsaveTM 

contiennent de l’EDTA et un conservateur pour assurer la stabilité des cellules 

fragiles comme les CEC, et cette technique a été validée dans notre laboratoire 

pour la mesure des CEC par cytométrie de flux (Jacques et al, 2008). Les 

échantillons de sang sont conservés à 18-25°C dans le laboratoire et analysés 

dans les 24 heures. Les CEC, identifiées comme les cellules viables CD31+ 

CD146+ CD45- 7 amino-actinomycin D [7AAD]- , sont mesurées dans 1 mL de 

sang total par cytométrie de flux comme décrit précédemment. Les CEP sont 

identifiées, après enrichissement, comme des évènements rares 

CD45dimCD34+VEGFR2+7AAD-. En bref, le marquage immunofluorescence 

est réalisé avec les anticorps suivants : anti-CD31 FITC (BD Pharmingen, San 
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Diego, CA), anti-CD146 PE (clone P1H12, BD Pharmingen), anti-CD45 APC 

(DakoCytomation, Glostrup, Denmark). Les cellules sont ensuite analysées 

avec le FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA). Les données sont 

analysées en utilisant le programme CELLQuest 3.2 (BD Biosciences).  

 

Cette méthode a permis de déterminer le taux de CEC et de CEP dans cette 

population de patients sélectionnés avant de débuter le traitement du protocole,  

et nous avons ensuite étudié la corrélation entre le taux des CEC et CEP, la 

survie sans progression et la survie globale des patients inclus en phase I/II. 
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III. Résultats 

 

Les résultats de ce travail ont été publiés en 2012 dans European Journal of 

Cancer. L’article est reproduit ci-dessous. 

 

Notre travail a permis de mettre en évidence que le taux de CEP est un facteur 

pronostique majeur de la survie globale dans cette population de patients inclus 

en phase I. Il a été ainsi montré que le taux médian de CEC était de 12 CEC/ml 

(0-154/ml), le taux médian de CEP était de 1,3% (0-32,5%). De plus, il existe 

une corrélation entre la survie globale des patients et le taux de CEP, ainsi que 

les facteurs cliniques pronostiques validés en analyse multivariée. La survie 

globale des patients était de 9 mois versus 17 mois pour des patients ayant un 

taux élevé de CEP par rapport aux patients ayant un taux bas de CEP. 
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IV. Discussion 

 

Notre travail a permis de mettre en évidence qu’un taux élevé de CEP est 

associé à une survie globale défavorable dans une population de patients 

sélectionnés et traités dans des protocoles de phase I. Cette étude montre 

aussi que le taux de CEP est un facteur pronostique indépendant des facteurs 

cliniques validés pour la survie globale en analyse multivariée, et pourrait donc 

être utilisé pour une meilleure sélection des patients pour une inclusion en 

essais de phase I. De plus, cette étude suggère que l’utilisation de 

biomarqueurs circulants peu invasifs pourrait être incorporée dans les essais 

précoces pour évaluer le pronostic des patients, mais aussi pour permettre de 

mettre en évidence un premier signal d’activité antitumorale ou permettre de 

faire la preuve du concept de l’action d’une nouvelle thérapie ciblée. 

 

IV.1 Facteurs pronostiques de survie des patients atteints de cancer 

inclus en essais précoces  

 

Toute proposition thérapeutique est fondée sur la discussion entre le médecin 

et son patient du bénéfice et du risque d’un traitement en fonction du pronostic 

de la pathologie. Cette question est particulièrement importante dans la 

discussion avec le patient avant une inclusion en phase I (Kurzrock et al, 2013 ; 

Daugherty et al, 1999). Dans cette situation très particulière, des patients se 

voient proposer l’administration d’un agent potentiellement efficace et une prise 

en charge renforcée, alors même qu’ils sont en situation de limitation 

thérapeutique. Dans ces essais de phase I, qui jouent un rôle crucial dans le 
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développement de nouvelles thérapeutiques anticancéreuses, le pourcentage 

de bénéfice et d’effets secondaires du traitement ne peut être décrit 

précisément comme dans le contrat habituel entre le médecin et le malade. 

Même si le bénéfice clinique potentiel pour un patient d’une participation à un 

essai de phase I peut être argumenté en particulier en ce qui concerne 

certaines thérapies ciblées, il n’en reste pas moins qu’il est indispensable 

d’évaluer le pronostic des patients. Compte tenu de l’incertitude de la balance 

bénéfice-risque particulier aux protocoles de phase précoce, il est reconnu que 

les patients ayant une espérance de vie inférieure à 90 jours doivent être exclus 

de ces essais (Ploquin et al, 2012). En premier, il ne paraît pas éthique et 

médicalement raisonnable de proposer à des patients qui ont un risque élevé 

de décès précoce dans les 3 mois de subir des procédure lourdes de suivi avec 

ou sans bénéfice direct. De plus, l’inclusion de patients qui décèdent 

rapidement dans des protocoles qui testent de nouveaux médicaments risque 

de faire perdre des informations importantes sur l’efficacité du médicament ou 

sur des toxicités chroniques. Enfin, l’inclusion de patients avec un bon état 

général permet de pouvoir déterminer au mieux les toxicités nouvelles en 

relation avec le nouveau médicament par rapport à l’évolution de la maladie 

tumorale. Toutes ces raisons expliquent que plusieurs groupes ont développé 

différentes approches pour déterminer des scores pronostiques basés sur des 

critères purement cliniques, biologiques, ou moléculaires. 

 

L’ensemble des protocoles de recherches intègre un critère d’inclusion avec 

une espérance de vie de plus de 3 mois comme un pré requis à tout protocole 

thérapeutique dans les essais de phase I, mais aussi dans des essais plus 
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tardifs et ceci reste valable dans la pratique des soins standard. Cependant, il 

est à noter qu’il n’existe pas de consensus clair sur la méthode pour définir au 

mieux un pronostic défavorable. Plusieurs études ont montré que le sens 

commun médical est souvent pris en défaut pour évaluer le risque de décès 

des patients atteints de cancers avancés (Robert et al, 2004 ; Horstmann et al, 

2005). Plusieurs groupes ont développé des scores pronostiques qui ont été 

récemment comparé dans une revue récente (Ploquin et al, 2012) (Tableau 8). 

Plus d’une dizaine d’études ont été ainsi conduites pour déterminer les facteurs 

cliniques corrélés à la survie globale ou au décès précoce (dans les 3 mois), et 

ont ainsi identifié plusieurs variables en analyses mutivariées. Seulement 

2 modèles pronostiques ont été validées prospectivement sur des cohortes 

indépendantes (Arkenau et al, 2009 ; Penel et al, 2010).  

 

L’équipe du Royal Marsden Hospital (RMH) a publié une première étude 

rétrospective dans une population de 212 patients traités en phase I par des 

TMC pour déterminer leur devenir. Cette étude a identifié en analyse 

multivariée 3 facteurs pronostiques importants : taux d’albumine, taux de LDH 

et le nombre de site métastatique. A partir de ces 3 variables, un score a été 

établi pour déterminer la survie globale des patients. Ainsi, les patients avec un 

score de 0-1 avaient une survie globale de 74,1 semaines, alors que les 

patients ayant un score de 2-3 avaient une survie de globale de 24,9 semaines 

(Arkeneau et al, 2008). Ce score a été ensuite validé prospectivement sur une 

cohorte de 78 patients inclus en phase 1 dans l’unité de phase 1 du RMH 

(Arkenau et al, 2009) (Tableau 9). 
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Tableau 8: Facteurs pronostiques de survie identifiés dans les principales 

études rétrospectives et prospectives pour les patients inclus en phase 1 

(adapté de Ploquin et al, 2011) 

 

ETUDES & TYPES N de 
PATIENTS 

SCORE 

Janisch et al, 1994 
Rétrospective, monocentrique 

349  PS 
 Plaquettes>321000 
 Albumine<39g/L 
 Cancers non urologiques 

Yamamoto et al, 1999 
Rétrospective, monocentrique 

82  ECOG >2 
 Perte de poids 
 > ou égal à 2 sites métasta-

tiques 

Bachelot et al, 2000 
Rétrospective, monocentrique 

154  PS > ou égal à 2 
 LDH > 600 UI/L 

Han et al, 2003 
Rétrospective, monocentrique 

420  PS >1 
 2 sites métastatiques 
 Hyperleucocytose 
 Hémoglobine < 12g/dl 
 LDH > N 

Penel et al, 2008 
Rétrospective, monocentrique 

156  Lymphocytes < 700/mm3 

 Albumine < ou égal 38g/l 

Arkenau et al, 2008 
Rétrospective, monocentrique 

212  Plus de 2 sites métastatiques 
 LDH >N 
 Albumine < 35g/l 

Arkenau et al, 2009 
Prospective, monocentrique 

72  Valdiation du score 

Wheler et al, 2009 
Rétrospective, monocentrique 

200  Histoire de thrombose 
 Métatases hépatiques 
 Plaquettes > 440 000/mm3 

Penel et al, 2010 
Multicentrique, monocentrique 

257  Lymphocytes < 700/mm3 

 Albumine < ou égal 38g/l 

Italiano et al, 2008 
Rétrospective, monocentrique 

180  Temps entre le diagnostic et 
l’inclusion 

 Contrôle de la maladie 
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Ces études ont donc montré qu’il est possible de déterminer le pronostic des 

patients inclus en phase 1. Cependant, ces différentes études ont inclus peu de 

patients et le plus souvent sont le fruit d’une expérience monocentrique. 

Récemment pour répondre à ces limites, une étude rétrospective européenne 

conduite par the European New Drug Development Network a été publiée pour 

permettre de valider sur un grand nombre de malades, les différents scores 

pronostiques (Olmos et al, 2012). Cette étude a inclus 2182 patients traités 

dans une étude de phase 1 de 2005 à 2007 dans 14 centres de phase I en 

Europe. Le premier objectif de cette étude était de valider un score pronostique 

de la mortalité à 90 jours. Ainsi, 8 variables ont été identifiées comme étant 

corrélées à la survie à 90 jours : performance status (PS), albumine, lactate 

deshydrogenase (LDH), phosphatase alcaline (PAL), nombre de site 

métastatique, taux de croissance tumorale, taux de lymphocyte et de globules 

blancs. Deux scores pronostiques ont été proposés, mais qui ne permettent pas 

de mieux prédire la survie à 90 jours que le score du RMH. 

 

Dans notre étude, nous avons pu montrer que le score du RMH avait une 

valeur pronostique importante en analyse univariée et multivariée, et que le 

taux de CEP a une valeur pronostique indépendante au score du RMH. Il est 

ainsi possible de proposer un score composite qui pourrait aider à mieux 

sélectionner les patients inclus en phase 1 : soit à exclure les patient ayant un 

pronostic défavorable à court terme (score RMH 2-3 et/ou taux de CEP >1%), 

ou à l’inverse proposer une prise en charge adaptée aux patients ayant 

paradoxalement une pronostic plutôt favorable (score RMH 0 et/ou taux de 

CEP <1%). 
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Tableau 9: Facteurs pronostiques et devenir des patients inclus en phase 

I et score du RMH (Royal Marsden Hospital) (Arkenau et al, 2008 ; Arkenau 

et al, 2009) 

 

Variable Score HR Survie globale médiane 
(semaines) 

LDH 

<Normal 
>Normal 

 

0 
1 

1,85  

Albumine (g/L) 

>35 
<35 

 

0 
1 

1,83 
 

 

Nombre de site mé-
tastatique 

0-2 
>2 

 
 

0 
1 

1,54 
 

Score RMH 
(Arkenau et al, 2009) 

0-1 
2-3 

 
33 (24-42) 
15,7 (11-21) 
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Il est possible de mettre en évidence d’autres facteurs pronostiques des 

patients inclus en phase 1. Ainsi, il a été proposé d’évaluer la corrélation entre 

la dynamique de croissance tumorale et la survie globale en phase 1 (Carlos-

Gomez et al, 2010). Plusieurs études avaient suggéré que la présence d’une 

croissance tumorale faible lors de l’inclusion d’un patient en phase 1 est un 

facteur de bon pronostic (Italiano et al, 2006 ; Olmos et al, 2012). Il est possible 

d’évaluer la courbe de croissance tumorale avant et après un traitement 

expérimental. L’évaluation radiologique RECIST (Eisenhauer et al, 2009) ne 

prend pas en compte cette donnée, et peut donc manquer des informations 

importantes concernant l’activité anti-tumorale d’un médicament. Plusieurs 

études récentes ont montré qu’un indice de TGR (tumor growth rate) peut 

permettre de réévaluer l’efficacité de certains médicaments et est de plus un 

facteur pronostique de survie (Ferte et al, ASCO 2013; Stein et al, 2012). 
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IV.2 Les biomarqueurs circulants comme facteurs pronostiques en phase 1 

 

Plusieurs modèles pronostiques ont donc été  proposés pour définir le pronostic 

des patients inclus en phase 1. Cependant, ces modèles restent imparfaits et il 

est important d’essayer d’améliorer ces scores. Compte tenu de l’importance de 

cette question, il nous est apparu important d’étudier l’intérêt des marqueurs 

circulants dans le champ du développement des nouvelles thérapies en 

cancérologie. 

 

IV.2.1 Marqueurs circulants de l’angiogenèse 

Les anomalies de l’angiogenèse au cours du processus tumoral sont une des 

propriétés majeures des cellules tumorales (Hanahan et al, 2001 et 2011). Il est 

communément admis que les bases conceptuelles de l’angiogenèse tumorale 

ont été découvertes par le chirurgien J Folkman dans les années 1970 

(Folkman, 1971). Ainsi, la progression tumorale est largement dépendante de la 

formation de nouveaux vaisseaux et du recrutement des cellules endothéliales 

(Ferrara et al, 2002 ; Carmeliet et al, 2009). Il est clair que le mécanisme de 

néo-angiogenèse est complexe, et met en jeu un ensemble de facteurs 

régulateurs, dont les plus importants sont le VEGF et l’angiopoïetine (Carmeliet 

et al, 2000 ; 2011). Le but de notre travail n’était pas de décrire les mécanismes 

moléculaires de la néo-angiogenèse mais de prendre parti de son importance 

dans la croissance tumorale pour déterminer si des biomarqueurs du processus 

angiogénique pourraient servir pour identifier une population de patients avec 

un pronostic défavorable. Il est considéré que les CEC sont des marqueurs de 

l’intégrité vasculaire, et un nombre élevé de CEC a été décrit dans de 
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nombreuses situations pathologiques comme les maladies cardiovasculaires, 

les infections, les maladies auto-immunes et les cancers (Dignat-Georges et al, 

2003 ; Farace et al, 2007). Les CEC sont des cellules matures qui peuvent se 

détacher des vaisseaux, entrer dans la circulation sanguine et être le témoin 

d’un dysfonctionnement de l’endothélium. Son rôle comme potentiel 

biomarqueur de la néo-angiogenèse a été évoqué par plusieurs études 

(Bertolini et al, 2006 ; Jubb et al, 2006 ; Ellis et al, 2008).  Compte tenu de la 

difficulté d’isoler les CEC, et de l’absence de consensus sur la meilleure 

méthode pour isoler les CEC,  les résultats concernant leur valeur pronostique 

et prédictive sont sujet à discussion.  

Deux études ont en particulier rapporté des résultats contradictoires en utilisant 

deux techniques différentes pour quantifier les CEC. Une étude italienne a 

rapporté que le taux de CEC avait un rôle pronostique et était corrélé avec une 

survie sans progression courte dans une série de 40 patients atteints de cancer 

du colon traités par une combinaison de chimiothérapie et de bevacizumab 

(Ronzoni et al, 2010). A l’opposé, une autre étude n’a pas retrouvé de 

corrélation pronostique en évaluant les CEC avec la technique CellSearch 

(Simkens et al, 2010). Dans une étude récente, il a été évalué le rôle 

pronostique des CEC dans une population de patients atteints de cancer du 

colon métastatique traités par une chimiothérapie et une thérapie 

antiangiogénique (bevacizumab) dans le cadre de l’essai randomisé de phase II 

FNCLCC ACCORD 13/0503 (Malka et al, 2011). Dans cette étude 

rétrospective, il a été montré que le taux de CEC avant traitement et en cours 

de traitement était corrélé au taux de réponse et à la survie sans progression 

de ces patients traités en première ligne. Les patients avec un taux de CEC 



	 96

élevé avaient une survie sans progression médiane de 7,6 mois par rapport à 

9,8 mois pour les patients avec un taux de CEC bas. Il n’existait pas de 

différence significative pour la survie globale, mais les patients ayant un compte 

de CEC bas avaient une survie globale de 32 mois versus 19 mois pour les 

patients avec un compte de CEC haut. Cette étude montre qu’il est possible de 

monitorer les CEC en utilisant une technique de cytométrie de flux, permettant 

la capture de cellules circulantes rares, et en choisissant le phénotype de CEC 

adéquat (CD31+CD146+CD45-7AAD-) (Jacques et al, 2008). Les CEC ont été 

aussi étudiées dans d’autres pathologies. Une étude néerlandaise a étudié 

l’intérêt des CTC et des CEC dans les cancers de la prostate résistants à la 

castration et traités par une chimiothérapie à base de docetaxel (Strijbos et al, 

2010). Dans ce travail les auteurs ont pu montré que les taux de CTC et de 

CEC détectés à 2-5 semaines étaient corrélés à la survie globale des patients, 

et qu’il était possible de distinguer 4 groupes de patients avec des survies 

globales différentes allant de plus de 24 mois à 6 mois de survie globale. De 

même les CEC et les CTC ont été étudié dans le cancer du sein métastatique 

dans une étude biologique du protocole MO19391 (Bidard et al, 2010). Dans 

cette étude, les patientes étaient traitées par une chimiothérapie associée au 

bevacizumab. Il est intéressant de noter que dans cette étude le taux de CTC 

n’est pas corrélé au temps à progression, alors que la variation des CEC est 

associée au temps à progression. Ainsi, l’intérêt clinique pronostique et prédictif 

des CEC reste sujet à débat, et il sera probablement nécessaire de développer 

un consensus sur la méthode de mesure des CEC, et de valider ou non leur 

intérêt dans de larges cohortes de patients. 
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L’angiogenèse tumorale et physiologique chez l’adulte a longtemps été vue 

comme un processus dépendant de la prolifération des cellules endothéliales 

sous l’effet de la stimulation de différents facteurs de croissance comme le 

VEGF ou le FGF (Pocard et al, Feije et al, 2010). Des travaux récents montrent 

que la néo vascularisation chez l’adulte n’est pas exclusivement le résultat de la 

prolifération de cellules endothéliales matures vasculaires (processus 

d’angiogenèse), mais peut aussi être la conséquence de la différenciation et de 

l’incorporation de cellules endothéliales primitives originaires de la moelle 

osseuse (Asahara et al, 1999 ; Takahashi et al, 1999). Cependant, des travaux 

ont pu montré que l’angiogenèse adulte est dépendante en partie de 

l’incorporation de cellules endothéliales progénitrices (CEP) et de cellules 

hématopoeitiques progénitrices (CHP) d’origine médullaire (Asahara et al, 

1999 ; Asahara et al, 1997). Pour la première fois en 2001, l’equipe de Lyden a 

montré que le recrutement de cellules médullaires est impliqué dans la 

néoangiogenèse tumorale (Lyden et al, 2001). Plusieurs études chez la souris 

ont montré que les cellules angiogéniques d’origine médullaire sont capables 

de contribuer à la formation de vaisseaux tumoraux (Rafi, Lyden et al, 2002 ; 

Peters, Diaz, Polyak et al, 2005). Chez l’homme, plusieurs études ont suggéré 

l’intérêt de l’étude des CEP dans les cancers. Une étude récente a montré que 

le taux de CEP était plus important chez des enfants atteints de pathologie 

tumorale maligne métastatique par rapport à des enfants atteints de cancers 

localisés. Dans une série de 45 enfants malades, avec 23 enfants ayant des 

tumeurs localisées et 22 enfants ayant des cancers métastatiques, le taux de 

CEC et de CEP a été mesuré. Il n’existait pas de différence de taux de CEC 

dans cette population, par contre le taux de CEP était corrélé au statut 
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métastatique (Taylor et al, 2009). Cette étude suggère donc que les CEP 

pourraient être un marqueur de l’évolution du processus métastatique. Compte 

tenu de l’efficacité des thérapies antiangiogéniques dans les cancers du rein à 

cellule claire, l’intérêt de la mesure des CEC, CEP et de marqueurs circulants a 

été évalué dans une série de 55 patients ayant un cancer du rein, traités par 

inhibiteurs du VEGFR. Il n’existait pas de corrélation entre le taux de CEC et la 

survie des patients, par contre les patients avec un taux de CEP élevé avaient 

une survie sans progression et une survie globale inférieures aux patients avec 

un taux de CEP bas (Farace et al, 2011). Ces études montrent des résultats 

concordants avec nos constatations, et suggèrent que le taux de CEP pourrait 

être un marqueur de l’évolution tumorale et pourrait être proposé pour mieux 

définir le pronostic des patients atteints de cancer avancé. 

 

IV.2.2 Autres marqueurs circulants  

Nous avons vu en détail dans la première partie de notre travail, que les CTC 

sont fréquemment détectables chez les patients atteints de cancers 

métastatiques, en particulier avec l’approche CellSearch®. Comme un taux 

élevé de CTC détectées par la technique CellSearch® a été aussi corrélé avec 

un pronostic défavorable dans plusieurs types de pathologies cancéreuses 

d’origine épithéliale (cancer du sein, de la prostate et du colon en particulier), il 

était donc intéressant de savoir si le taux de CTC pouvait améliorer la sélection 

de patients inclus en phase 1. Dans une étude rétrospective, Olmos et al, ont 

ainsi évalué 128 patients inclus dans un protocole de phase 1 au Royal 

Marsden Hospital et qui avaient eu lors de ce protocole un taux de CTC avant 

traitement déterminé par la méthode CellSearch®. Dans cette étude, un taux de 
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CTC > ou égal à 3 est un facteur pronostique indépendant des facteurs 

cliniques du score du RMH (Olmos et al, 2011). Une étude de validation est en 

cours. La détection des CTC chez les patients inclus en phase I peut avoir 

d’autres applications. Il a été très clairement montré que le nombre de CTC et 

leurs variations quantitatives, sont des marqueurs indépendants puissants 

associés à la survie dans de nombreux cancers métastatiques d’origine variée. 

Ces marqueurs sont évalués avant l’initiation de la thérapie puis lors du 

traitement (dès deux semaines après le début d’une nouvelle ligne 

thérapeutique) et sont aussi fortement associés aux réponses observées en 

imagerie (De Giorgi et al, 2009 ; Olmos et al, 2009). L’équipe du RMH de 

Johann de Bono a étudié l’association du taux de CTC à la survie dans une 

cohorte de 119 patients suivis pour un cancer de la prostate métastatique 

résistant à la castration et traités dans des protocoles de phase I (Olmos et al, 

2011). Cette étude rétrospective retrouve que le taux de CTC a une valeur 

pronostique, mais montre aussi que la décroissance des CTC est corrélée à la 

survie sans progression et à la survie globale. Le comptage des CTC semble 

donc être un marqueur applicable en oncologie indépendamment d’un type 

tumoral particulier et indépendamment de la stratégie thérapeutique. Une étude 

prospective multicentrique a été menée à l’Institut Gustave Roussy avec 

comme hypothèse que le taux de CTC ou l’évolution du nombre de CTC 

intervient en amont des variations de taille tumorale (selon les critères 

RECIST). L’objectif principal de cette étude est d’estimer la sensibilité et la 

spécificité de l’augmentation du taux de CTC (évalué à 1 mois et comparé au 

nombre de CTC mesuré avant l’initiation du traitement) pour la prédiction des 

patients progressifs à 2 mois identifiés par le bilan radiologique classique 
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(critères RECIST) chez des patients atteints d’un cancer métastatique, recevant 

une thérapeutique anticancéreuse innovante dans le cadre d’un essai 

thérapeutique de phase 1 (PHRC CTC Phase 1, Annexes). Si cette étude est 

positive, elle pourrait être un argument pour ajouter le compte des CTC dans 

les protocoles de phase 1 soit pour déterminer le pronostic des patients à 

l’inclusion, soit pour détecter un signal d’activité anti tumorale précoce avant les 

résultats de l’imagerie standard réalisée le plus souvent dans les 2 mois après 

le début du traitement. 

 

Compte tenu de l’enjeu des essais précoces dans le développement des 

nouvelles thérapies, il est aussi intéressant d’évaluer des biomarqueurs qui 

permettent d’enregistrer les premiers signes d’activité antitumorale ou des 

signes de toxicités.  L’inhibition de l’apoptose ou la résistance à la mort 

cellulaire est un « hallmark » des cellules cancéreuses (Weinstein et al, 2002). 

Les marqueurs de mort cellulaire ont un intérêt évident dans le suivi de certains 

protocoles de chimiothérapie, ou dans le développement de nouvelles TMC 

ciblant les voies de la mort cellulaire (Taylor et al,  2006). L’équipe de C Dive à 

Manchester a développé depuis plusieurs années différents biomarqueurs 

circulants pour suivre l’efficacité de différentes molécules en développement. 

Ainsi, plusieurs biomarqueurs de la mort cellulaire peuvent être évalués dans le 

tissu tumoral, mais un certains nombre de ces biomarqueurs sont aussi 

relargués lors de la mort cellulaire et peuvent donc être mesurés de façon 

répétée et peu invasive chez des patients en cours de traitement (Ward et al, 

2008). Ainsi, il est possible de mesurer dans le sang des patients la 

cytokeratine (Briven et al, 2003), les CK18 et 19 (Holdenrieder et al, 2006), des 
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composés plus spécifique de l’apoptose comme M30 et M65 détectant des 

formes clivées de CK18 (Kramer et al, 2004). Ces biomarqueurs de la mort 

cellulaire peuvent donc être utilisés comme des marqueurs du pronostic d’une 

maladie (Greystocke et al, 2010), ou des marqueurs de preuve du concept d’un 

effet pharmacodynamique d’un médicament (Cummings et al, 2006 ; 

Cummings et al, 2010). Dans une étude récente, le taux de CK18 a été étudié 

dans une cohorte de patients atteints de cancer du colon au stade localisé 

opéré (97 patients) ou au stade métastatique en cours de chimiothérapie 

(74 patients). Le taux de CK 18 était un facteur pronostique dans cette 

population, et l’évolution du taux de CK18 en cours de chimiothérapie était 

corrélée à une réponse défavorable (Greystoke et al, 2012). 

 

L’ADN circulant (ADNcir) est un autre biomarqueur circulant sanguin qui 

pourrait avoir un intérêt majeur dans les années à venir. L’ADNcir correspond à 

de l’ADN double brin qui peut être isolé à partir du plasma et du sérum de 

patients ou de sujets sains (Mandel et Métais, Biologie 1947). Plusieurs 

explications ont été évoquées concernant le mécanisme du relargage du 

ADNcir dans la circulation (Schwarzenbach et al., 2011 ; Board. Ann NY Acad 

Sci 2008 ; Umetani Clin Chem 2006)) : l’apoptose et/ou de la nécrose des 

cellules cancéreuses ; relargage d’ADNcir par les cellules tumorales par les 

cellules du stroma ; relargage actif de l’ADNcir par les cellules tumorales elle-

mêmes. Comme pour les CTCs, l’intérêt principal d’étudier l’ADNcir est de 

pouvoir avoir accès à du matériel génétique tumoral d’une manière peu 

invasive comparativement aux biopsies tumorales: peu contraignant pour le 

patient, simple pour le personnel médical (prise de sang), permettant des 
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prélévements multiples au cours du temps et des différents traitements (Board 

et al., 2008b ; Lo et al., 1998 ; Alix-Panabieres et al, 2012). A ce jour, plusieurs 

technologies sont en cours d’évaluation pour permettre la quantification, 

l’extraction et la caractérisation de l’ADNc. Il est à noter qu’aucune technique 

standard n’est actuellement recommandée par manque d’étude comparative. 

L’étude de l’ADNcir impose l’utilisation de techniques sensibles du fait de la très 

faible concentration de l’ADNcir dans le plasma (de l’ordre de quelque 

nanogrammmes par ml de plasma), et de la proportion importante d’ADNcir issu 

des cellules normales de l’organisme, engendrant un bruit de fond important. 

Ainsi, il a été montré qu’il était possible de mettre en évidence des quantités 

variables d’ADNcir chez des patients atteints de cancer. De plus, il est possible 

d’utiliser des plateformes de séquençage à haut débit pour analyser l’exome du 

tissu tumoral, mais aussi l’ADNcir (Leary et al, 2010 ; Van der vaart et al, 2009). 

Différentes techniques ont été utilisé comme la PCR digitale (Taly et al, 2012), 

le BEAMing (Beads, Emulsion, Amplification and Magnetics) (Dielh et al, 

2006  et 2008; Li et al, 2006). Cette dernière technique a été utilisée pour 

détecter des mutations du gène EGFR dans des cancers du poumon 

(Taniguchi et al, 2011), des mutations du gène KRAS dans le cancer du colon 

(Diehl et al, 2005 ; Holdhoff et al, 2009), des mutations du gène PI3KCA dans 

les cancers du sein (Higgins et al, 2012). Une autre technique utilise une PCR 

appelée ARMS (Amplification Refractory Mutation System) en association avec 

des sondes spécifiques dites « Scorpions », et a montré des résultats 

performants dans la détection de mutations dans l’ADNcir dans les cancers du 

sein, du poumon et le mélanome (Board et al, 2008 ; Board et al, 2009). Une 

étude a étudié la faisabilité, la sensibilité et la spécificité d’une plateforme de 



	 103

spectrométrie de masse (Sequenom), pout détecter des mutations (un panel de 

238 mutations parmi 19 oncogènes ; Oncocarta) (Van Puijenbroek et al, J MOL 

Diagn 2005 ; Fumagalli et al, 2010 ; MacConail et al, 2009) à partir du tissu 

tumoral et du sang de 105 patients inclus dans des protocoles de phase 1 dans 

l’unité DDU du Royal Marsden Hospital (Perkins et al, 2012). La concentration 

médiane de l’ADNcir calculée par Picogreen était de 17 ng/ml de plasma (0,5-

1600 ng/ml), pour une valeur de 6,5 ng/ml de plasma chez les volontaires sains 

(4,5-13,3 ng/ml), avec de grandes variations en fonction du type tumoral 

(7ng/ml de plasma pour les patients atteints de mélanome et 53ng/ml de 

plasma pour les patients atteints de cancer de la prostate). Cette étude a 

montré que le taux d’ADNcir était pronostique de la survie globale des patients 

en analyse multivariée, et qu’il y avait une corrélation entre le taux d’ADNcir et 

le score du RMH. De plus, il existait une corrélation importante entre les 

mutations détectées dans la tumeur et celles détectées dans le sang des 

patients. D’autres études ont  montré que l’ADNcir apparaissait comme un 

meilleur marqueur pronostique que les CTC dans des cancers du sein 

métastatiques, et précédait de plusieurs mois la progression radiologique dans 

les cancers du sein ou du colon (Dawson et al, 2012_2013 ; Misale et al, 2012 ; 

Diaz et al, 2012 ; Murtaza et al, 2013). 

Ces études suggèrent fortement que l’ADNcir pourrait devenir un outil pour 

rechercher des mutations dans le sang des patients, et suivre l’évolution de 

certaines mutations au cours du temps (Schwarsenbach et al, 2008 ; de 

Mattos-Arruda et al, 2011 et 2013 ; Pantel et al, 2013). 
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IV.3 Perspectives pour les essais précoces basés sur une cancérologie 

moléculaire 

 

Nous avons vu que les phases précoces du développement clinique ont pour 

but de définir les doses, d’étudier la tolérance et de détecter des signaux 

d’efficacité. Une des questions clés à la fin d’un programme précoce de 

développement d’un médicament est de savoir si ce même traitement présente 

des signes d’efficacité. Une voie possible pour obtenir une réponse rapide à la 

question de l’efficacité du médicament consiste à enrichir la population en 

patients présentant une anomalie moléculaire spécifique. Plusieurs protocoles 

de « sélection » moléculaire sont aujourd’hui en cours dans le monde 

(protocole SAFIR, MOSCATO, SHIVA, WINTHER…) avec le but de mieux 

caractériser la pathologie tumorale chez un patient donné à l’aide de différentes 

technologies, dans le but d’identifier une anomalie qui pourrait être la cible 

d’une thérapeutique spécifique, et éventuellement traiter un patient dans le 

cadre d’un protocole clinique, ou dans le cadre d’un programme d’accès aux 

nouvelles thérapies (ATU, programme AcSé…).  

 

Le but de ces protocoles est d’utiliser les analyses moléculaires à haut débit (le 

CGH array et le séquençage) pour traiter les patients porteurs de cancer 

métastatique avec des thérapeutiques ciblées et d’évaluer le bénéfice clinique 

chez les patients ayant pu être traités par une thérapie ciblée sur les anomalies 

moléculaires identifiées (Massard et al, EORTC NCI 2012). Ces programmes 

de médecine dite « personnalisée » ou « moléculaire », ont pour objectif à long 

terme d’augmenter la rentabilité du processus de développement thérapeutique 
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en essayant d’identifier dans la pratique clinique les patients qui seraient 

atteints de cancers portant des anomalies moléculaires susceptibles de 

répondre à un traitement donné. Dans le cadre de ces programmes, le 

développement de marqueurs non invasifs pour le diagnostic ou le suivi des 

traitements est un objectif important (Attard et al, 2012). En effet, il est 

relativement facile de réaliser une biopsie tumorale pour déterminer une 

analyse moléculaire une fois, et il est probable que les biomarqueurs circulants 

(CTC ou ADNcir) ne remplaceront pas l’analyse d’une biopsie d’un tissu 

tumoral. Cependant, il est relativement difficile de répéter ce type de mesures 

invasives chez les patients, et il semble impossible de vouloir proposer plus de 

3 ou 4 biopsies à des patients au cours de l’évolution de leur cancer. Les 

anomalies moléculaires somatiques recherchées seront celles connues pour la 

tumeur primitive du patient (amplification de gène, mutation somatique associée 

à la sensibilité ou à la résistance aux thérapies, translocation chromosomique à 

l’origine d’une protéine de fusion oncogénique). A titre d’exemple, nous 

rechercherons dans les CTC de tumeurs bronchiques la présence 

d’amplification et/ou de mutations d’EGFR, d’amplification de cMET, la 

présence de mutation somatique du domaine tyrosine kinase et la présence de 

mutation somatique de KRAS. Dans le cas des tumeurs prostatiques, la 

caractérisation moléculaire pourra aussi correspondre à la recherche de 

translocation associant le gène TMPRSS2 à l’un des gènes de la famille Ets 

(ERG, ETV1 et ETV4) (Stott et al, 2010). 

 

Les biomarqueurs non invasifs circulants pourraient permettre : en premier de 

faire un suivi d’une anomalie moléculaire déterminée sur une biopsie, de 
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déterminer si la thérapeutique ciblées est efficace, de mettre en évidence des 

marqueurs de résistance ou de sensibilité, et enfin à terme peut-être remplacer 

la biopsie tumorale.  
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Des changements majeurs ont été effectués durant ces dix dernières années 

dans le traitement des patients atteints de cancers avancés: démonstration de 

l’efficacité de thérapies ciblées associées ou non à la chimiothérapie dans les 

cancers du poumon, du sein, du colon ou de la prostate (trastuzumab, imatinib, 

erlotinib, cetuximab, panitumumab, bevacizumab, regorafenib) ; identification 

des premiers biomarqueurs moléculaires permettant de sélectionner les 

patients qui répondront le mieux aux traitements ciblées (mutation EGFR ; 

KRAS, translocation ALK) ; intégration de ces nouvelles stratégies dans la prise 

en charge globale des patients du stade métastatique aux stades plus 

précoces. Ainsi, il est devenu essentiel de continuer à mieux comprendre le 

processus métastatique et son évolution chez nos patients, mais aussi 

d’identifier les mécanismes de résistance primaire et secondaire aux thérapies 

ciblées pour permettre d’affiner nos critères de sélection, mais aussi pour 

développer des stratégies thérapeutiques plus efficaces. En parallèle, il est 

indispensable de développer des outils en pratique clinique qui permettront de 

suivre les modifications moléculaires de la maladie cancéreuse chez chaque 

patient. Dans cette optique, l’analyse de biomarqueurs circulants peu invasifs 

comme les CTC, les cellules endothéliales ou l’ADNcir est devenu un des 

enjeux majeurs de la recherche translationnelle.  

 

Dans la première partie de mon travail, nous avons étudié l’intérêt de deux 

technologies (CellSearch®  et ISET®) pour la détection des CTC chez des 

patients de cancer. Ce travail a montré que le nombre de CTC mesuré avec 

ces deux méthodes différentes étaient corrélé dans la majorité des cas chez les 

patients atteints de cancers du sein ou de la prostate, mais qu’il existe une 
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discordance importante entre le nombre de CTC détectées par le système 

CellSearch®  et le système ISET®. Cette étude nous a permis de souligner la 

nécessité de comparer les différentes plateformes de détection des CTC, de 

mettre en évidence les avantages et les inconvénients de chaque technique et 

de proposer des perspectives pour les années à venir. Les perfectionnements 

technologiques de la plateforme CellSearch® et d’autres technologies (comme 

le système ISET®) dont l’utilisation est encore restreinte aux laboratoires de 

recherche, permettent des analyses complémentaires dans l’énumération des 

CTC, mais aussi dans la capture de populations différentes de CTC, et surtout 

de mettre en évidence différentes altérations moléculaires au niveau des CTC 

ouvrant la possibilité d’obtenir avec un simple prélèvement sanguin une 

véritable « biopsie tumorale liquide ». Ceci sera particulièrement important dans 

des pathologies tumorales dont les biopsies sont difficiles à obtenir de façon 

répétée comme les cancers du poumon ou les cancers de la prostate. Le 

cancer de la prostate est un des cancers les plus fréquents dans les pays 

occidentaux, une cause importante de décès par cancer chez les hommes en 

France, avec plus de 71000 nouveaux cas et plus de 10 000 décès par an 

(Guérin et al, 2010). Le décès par cancer de la prostate est dû à une 

dissémination métastatique et à l’acquisition d’une résistance à la suppression 

androgénique, définissant le stade de la résistance à la castration (CRPC). Les 

mécanismes moléculaires de la résistance à la castration ont été en partie 

élucidés ces dernières années, mais ont été difficile à étudier en partie par la 

difficulté d’obtenir du matériel tumoral chez les patients ayant des métastases. 

Ce dernier point a limité le développement de nouvelles thérapies (Attard et al, 

2005), et la chimiothérapie comportant du docetaxel a été pendant longtemps le 
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seul traitement à avoir démontré un bénéfice en survie (Tannock et al 2004, 

Petrylak et al 2004, Fizazi et al 2007) depuis la castration décrite par Charles 

Huggins en 1941. Deux points importants permettent d’espérer un réel 

changement dans la prise en charge des patients. Premièrement, les 5 

dernières années ont été marquées par au moins 6 stratégies thérapeutiques 

(cabazitaxel, abiraterone, MDV3100, denosumab, PROVENGE, radium 223) 

qui ont  montré des résultats positifs dans de grandes études de phase III 

randomisées, ayant permis l’enregistrement de ces molécules et ainsi, une 

modification radicale de la prise en charge des patients ayant un CRPC 

métastatique. Ensuite, l’expérience clinique montre que le cancer de la prostate 

métastatique est une maladie hétérogène avec des évolutions des cancers de 

la prostate très variables (avec une survie médiane allant de moins de 1 an 

jusqu’ à plus de 10 ans après progression sous castration), et une sensibilité au 

traitement différente. L’identification des altérations moléculaires oncogéniques 

dans les cancers de la prostate a permis d’initier un début de démembrement 

moléculaire comme cela est fait dans les autres cancers les plus fréquents 

classés à partir de l’existence d’altérations moléculaires (comme ER, PR, 

HER2/neu et BRCA-1 dans les cancers du sein, EGFR dans les cancers du 

poumon et KRAS dans les cancers du colon), et a permis de développer des 

approches de thérapies ciblées dans les CRPC comme les nouvelles 

manipulations hormonales (abiraterone, MDV3100). Ainsi, à partir de ce 

premier travail sur l’analyse des CTC, nous avons mis en place un protocole 

prospectif qui a pour but de collecter les CTC de patients atteints d’un cancer 

de la prostate résistant à la castration avancé, de caractériser certains 

anomalies moléculaires sur ces CTC, et de comparer le phénotype moléculaire 
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de ces CTC aux tissus tumoraux provenant de métastases et de la tumeur 

primitive. Ce protocole est en cours d’étude (protocole PETRUS, ANNEXE).  

 

Compte tenu du nombre de nouvelles molécules en développement, la 

méthodologie des études de phase précoce est en plein bouleversement. Bien 

que la recherche des toxicités reste un des éléments majeurs d’évaluation 

d’une phase I, la mise en évidence de signaux d’activité antitumorale est 

devenu un point aussi important. 

 Dans le deuxième partie de mon travail, nous avons montré que des 

marqueurs circulants comme les CEC ou les CEP pourraient avoir un intérêt 

pour mieux appréhender le pronostic des patients atteints de cancers avancés 

inclus en phase 1. Les programmes de « sélection moléculaire » (MOSCATO, 

SAFIR, SHIVA, WINTHER) sont des exemples de protocoles qui ont pour but 

en particulier de permettre de proposer à des patients atteints de cancer 

avancé une étude approfondie des anomalies de leur cancer. Les 

développements technologiques des analyses à haut débit ont mis en évidence 

que chaque type de cancer (poumon, sein, prostate, colon gliome, etc) est en 

fait un ensemble regroupant nombreuses sous-classes moléculaires. A titre 

d’exemple, pour le cancer de la prostate les analyses par CGH (Comparative 

Genomic Hybridization) array ont démontré de façon répétée que de 

nombreuses altérations moléculaires existantes comme les amplification du 

récepteur aux androgènes, les délétions de PTEN, les translocations 

TMPRSS2-ERG. La situation est la même pour le cancer du poumon avec les 

gènes EGFR, ALK, FGFR1, ERBB2, mutés ou remaniés dans 2 à 10 % des 

cas. D’autres illustrations pourraient être fournies pour le cancer du sein 
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(amplification HER2, mutation PIK3CA) ; le mélanome (mutations cKIT, B-Raf), 

le colon (mutations K-RAS, B-RAF), les gliomes malins (amplification PDGFR) 

et d’autres tumeurs. Ainsi, ces données montrent qu’un nombre important 

d’anomalies moléculaires pourrait contribuer à l’oncogenèse et à la résistance 

aux traitements, et l’identification de ces anomalies chez un patient donné 

pourrait permettre un traitement efficace même dans le cadre d’essais précoces 

chez des patients résistants aux traitements conventionnels. Dans ce contexte, 

le développement des analyses des biopsies tumorales mais aussi en parallèle 

de biomarqueurs sanguins peu invasifs est indispensable si nous souhaitons 

proposer un suivi de l’évolution tumorale au cours du traitement. 

 

Nos travaux illustrent l’intérêt majeur de l’interaction entre le monde de la 

biologie fondamentale de la cellule ou de la biologie moléculaire et celui de la 

clinique. Les connaissances de la biologie du processus métastatique ont 

permis de mieux comprendre l’histoire naturelle des cancers métastatique. En 

parallèle, l’identification des altérations moléculaires principales de la plupart 

des cancers ont ainsi permis le développement des premières générations de 

thérapies moléculaires ciblées (cetuximab, trastuzumab, erlotinib…) dans 

différents cancers. L’identification des mécanismes de résistance permettra de 

mieux sélectionner les patients pour chaque thérapeutique mais aussi 

d’imaginer de nouvelles stratégies thérapeutiques. L’étude de ces anomalies à 

partir de prélèvements peu invasifs comme le sang (CTC ou ADN circulant) 

pourrait permettre de proposer un suivi de ces altérations de façon simple et 

répétée dans le cadre du suivi des patients ayant un cancer avancé traités par 

TMC ou être utilisé pour une meilleure compréhension du processus 
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métastatique ou dans la cadre d’une évaluation des mécanisme de résistance à 

des TMC. Ainsi, l’analyse des CTC et d’autres éléments circulants pourrait 

permettre de mieux comprendre la biologie des cancers, de choisir une thérapie 

moléculaire adaptée, de guider le traitement et de suivre l’efficacité anti-

tumorale, et devenir un élément capital dans les programmes de «médecine 

personnalisée».		
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ABSTRACT 	 Circulating	tumor	cells	are	tumor	cells	release	in	blood	stream,	frequently	found	in	blood	of	patient	bearing	metastatic	cancers.		The	 CellSearch®	 system	 is	 a	 semi‐automated	 fluorescent‐based	 performing	immunnomagnetic	 cell	 with	 anti	 epithelial	 marker	 antibody	 ȋanti	 EpCAMȌ	 then	labeling	 with	 anti‐cytokeratins	 antibodies.	 This	 technology	 allows	 a	 robust	 and	reproducible	 detection	 of	 few	CTC	 ȋas	 few	 as	 ͳ	 CTC	 in	 ͹.ͷ	ml	 of	 bloodȌ.	 Several	recent	studies	have	shown	that	CTC	measurement	provide	prognostic	information	regarding	progression	 free	and	overall	 survival	 in	metastatic	breast	 ȋCristofanilli	et	 al.,	 ʹͲͲͶȌ,	 colorectal	 ȋCohen	 et	 al.,	 ʹͲͲͺȌ	 and	 prostate	 cancer	 ȋde	Bono	 et	 al.,	ʹͲͲͺȌ	in	large	cohort	of	patients.	The	variation	of	CTCs	in	patients	with	metastatic	cancer	 at	 baseline	 and	 after	 one	 cycle	 of	 treatment	 is	 associated	 to	 efficacy	 as	determined	by	traditional	imaging	modalities	ȋREC)STȌ	at	ʹ	month.		)n	addition,	early	clinical	research	allowing	identification	of	active	new	drugs	is	a	 cornerstone	 for	 future	 therapeutic	 strategies	 in	 oncology.	 This	 first	 step	 of	clinical	 research	 is	 mainly	 represented	 by	 phase	 )	 clinical	 trials.	 Evaluation	 of	antitumor	 response	 is	 based	 on	 imaging	 according	 to	 REC)ST	 criterions.	Nevertheless	 several	 limits	 to	 the	 REC)ST	 system	 are	 well	 admitted	 nowadays,	notably	for	molecular	targeted	therapies.		Because	 CTC	 counting	 has	 been	 shown	 to	 be	 a	marker	 independent	 of	 tumor	type	or	 treatment,	 it	 could	 constitute	 a	new	parameter	 to	 improve	 evaluation	of	tumor	 response	 to	 drugs	 in	 phase	 )	 clinical	 trials.	Moreover	Cellsearch®	 system	appears	 robust	 and	well	 standardized	method	 allowing	 reproducible	 analysis	 in	independent	laboratories	approved	by	FDA.		We	hypothesized	that	variation	of	CTC	counts	occur	before	detectable	variation	in	tumor	size	and	we	supposed	that	this	parameter	could	be	an	earlier	biological	marker	 than	 variation	 of	 tumor	 size	 evaluate	 by	 imaging	 with	 the	 REC)ST	criterions.		 )n	 this	project	we	propose	 to	perform	a	prospective	multicentric	study	with,	as	main	objective,	estimation	of	sensitivity	and	specificity	of	CTC	increases	ȋbased	on	CTC	 counts	 at	 baseline	 and	 one	month	 afterȌ	 to	 predict	 progressive	 patients	 as	defined	 by	 radiological	 examination	 performed	 at	 ʹ	month	 according	 to	 REC)ST	system.	 We	 will	 analyzed	 CTC	 in	 ʹͲͲ	 patients	 bearing	 metastatic	 cancer	 and	enrolled	 in	 phase	 )	 trials.	 According	 to	 REC)ST	 evaluation	 and	 our	 previous	experience	ȋ)taliano	et	al.	ʹͲͲͺȌ	we	expect	ͳͲͲ	patients	to	be	ǳprogressiveǲ	and	ͻͲ	to	 be	 ǲnot	 progressiveǳ	 at	 ʹ	 months	 leading	 to	 an	 estimation	 of	 specificity	 and	sensibility	with	a	͸.ͷ%	and	͹.ͻ%	precision	respectively.		 )f	 we	 conclude	 positively	 about	 concordance	 between	 CTC	 counting	 at	 one	month	 and	 REC)ST	 response	 ȋǲprogressiveǳ	 versus	 ǲnot	 progressiveǳȌ,	 we	 will	confirm	the	interest	to	investigate	furthermore	this	biomarker,	alone	or	combined	ȋto	classical	or	dynamic…	imagingȌ	to	reach	a	more	accurate	evaluation	of	tumor	response,	than	the	one	currently	performed	with	REC)ST	parameters	alone.	
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Christophe MASSARD 	 B)OMARQUEURS	CELLULA)RES	C)RCULANTS		DANS	LES	CANCERS	AVANCES			Les	 biomarqueurs	 sanguins	 peuvent	 être	 utilisés	 pour	 définir	 le	 pronostic	 des	patients	 ou	permettre	de	 déterminer	 les	 altérations	moléculaires	 des	 cancers,	 et	peut‐être	pouvoir	guider	les	traitements	de	thérapies	ciblées.	Les	cellules	tumorales	circulantes	sont	le	reflet	de	la	cascade	métastatique	et	de	la	progression	 tumorale.	 La	détection	 et	 la	 caractérisation	des	CTC	est	 un	domaine	clé	de	la	recherche	dans	le	cancer.	Cependant,	il	n’existe	pas	de	méthode	standard	pour	la	détection	des	CTC,	et	le	premier	objectif	de	notre	étude	a	été	de	comparer	deux	 systèmes	 de	 détection	 des	 CTC	 basé	 sur	 l’expression	 de	 l’antigène	 EpCAM	ȋCellSearchȌ,	ou	la	taille	des	cellules	ȋ)SETȌ.	Nos	résultats	montrent	qu’il	existe	une	bonne	 corrélation	 pour	 la	 détection	 des	 CTC	 dans	 les	 cancers	 du	 sein	 ou	 de	 la	prostate,	mais	pas	dans	 les	cancers	bronchiques.	Ces	résultats	suggèrent	qu’il	est	nécessaire	 de	 développer	 d’autres	 techniques	 de	 détection	 des	 CTC	 pour	l’énumération	et	la	caractérisation	pour	permettre	une	médecine	de	précision.	A	 ce	 jour	 il	 n’existe	 aucun	 marqueur	 validé	 pour	 prédire	 l’efficacité	 des	antiangiogéniques.	 Les	 CEC	 et	 CEP	 sont	 des	marqueurs	 prometteurs.	Dans	notre	étude,	nous	avons	fait	l’hypothèse	que	les	CEC	et	les	CEP	pouvaient	être	pronostic	de	la	survie	des	patients	 inclus	dans	les	études	de	phases	précoces.	Nos	résultats	montrent	qu’un	 taux	élevé	de	CEP	est	associé	à	un	mauvais	pronostic,	 et	que	 les	CEP	pourraient	permettre	de	mieux	sélectionner	les	patients.		En	conclusion,	les	marqueurs	sanguins	comme	les	CTC,	les	CEC	ou	les	CEP	peuvent	être	 utilisés	 comme	 des	 facteurs	 pronostiques	 ou	 permettre	 une	 caractérisation	moléculaire,	 et	 être	 une	 partie	 intégrante	 des	 programmes	 de	 médecine	 de	précision.		Keys	words:	 cancer	;	 biomarqueur;	 sang	;	 cellules	 tumorales	 circulantes;	 cellules	endothéliales	circulantes;	thérapies	moléculaires	ciblées	;	médecine	de	précision	
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Christophe MASSARD 		Non‐invasive	biomarkers	detected	in	the	blood	could	be	use	for	risk	stratification	or	molecular	 classification	 in	advanced	cancer	patients,	 and	could	be	a	guide	 for	molecular	targeted	therapies.	Circulating	tumor	cells	reflect	the	metastatic	cascade	and	the	cancer	progression.	The	detection	and	molecular	characterization	of	circulating	tumor	cells	ȋCTCȌ	are	a	key	area	of	translational	cancer	research.	(owever,	there	is	no	universal	method	to	detect	CTC,	and	the	primary	objective	of	our	study	was	to	compare	CTC	detection	systems	based	on	 the	expression	of	 the	EpCAM	antigen	 ȋCellSearch	assayȌ	or	on	cell	 size	 ȋ)SET	assayȌ.	Our	results	showed	concordant	results	 in	CTC	detection	 in	breast	and	prostate	cancer	patients,	but	not	in	lung	cancer	patients.	These	results	suggest	that	we	need	to	develop	other	CTC	detection	techniques	for	enumeration	and	characterization	in	order	to	contribute	to	guiding	specific	targeted.	To	 date,	 no	 biomarker	 has	 been	 validated	 for	 the	 prediction	 of	 efficacy	 of	antiangiogenic	agents	in	patients	with	advanced	cancer.	CEC	and	CEP	counts	have	recently	emerged	as	a	potential	candidate.	)n	our	study,	we	hypothesised	that	CEC	and	CEP	are	prognostic	markers	in	patients	enrolled	in	phase	).	Our	results	showed	that	high	CEP	levels	are	associated	with	poor	prognostic	and	could	provide	a	new	tool	for	patient	selection	in	early	anticancer	drug	trials.	)n	conclusion,	non	invasive	biomarkers	such	as	CTC	or	CEC,	CEP	detectable	in	the	blood	could	be	used	in	the	clinic	as	prognostic	factors	or	surrogates	for	traditional	tumor	biopsies,	and	be	a	major	component	of	precision	medicine.		Keys	 words:	 cancer	;	 biomarker	;	 blood	;	 circulating	 tumor	 cells	;	 circulating	encothelial	cells	;	molecular	targeted	therapies	;	precision	medicine		
 


